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HTTP://PT.WIKIPEDIA.ORG/WIKI/FICHEIRO:BEER_LAMBERT.PNG, ACESSADO EM 19/09/2013).
FIGURA 18. COMPARAÇÃO ENTRE AS EXTINÇÕES APRESENTADAS PELOS AMINOÁCIDOS AROMÁTICOS 
(ADAPTADA DO WEBSITE HTTP://WWW3.ND.EDU/~ASERIANN/CHAP9B.HTML/SLD013.HTM, ACESSADO 
EM 21/09/2103).
FIGURA 19. DIAGRAMA DE PERRIN-JABLONSKI.	
FIGURA 20. FORMAÇÃO DO COMPLEXO DE RUHEMAN NO TESTE DE KAISER.	
FIGURA 21. ETAPAS PARA OBTENÇÃO DOS PEPTÍDEOS POR SÍNTESE EM FASE SÓLIDA E ESTRATÉGIA T-BOC.
	
FIGURA 22. ILUSTRAÇÃO DA MONTAGEM DO ENSAIO ANTIMICROBIANO NA PLACA DE ELISA.
	
FIGURA 23. ILUSTRAÇÃO DA DETERMINAÇÃO DA CMI NO ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA.

FIGURA 24. PARTES COMPONENTES DO SISTEMA DE EXTRUSÃO UTILIZADO NESTE PROJETO (ADAPTADA DE 
AVANTI®, 2013).

FIGURA 25. CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO ACOMPANHAMENTO DA CICLIZAÇÃO DA GM. ALÍQUOTAS 
COLETADAS NOS INTERVALOS DE TEMPO DE 0, 24 E 72 HORAS APÓS O INÍCIO DA REAÇÃO.

FIGURA 26. ESPECTROS DE MASSAS OBTIDOS DURANTE O ACOMPANHAMENTO DA CICLIZAÇÃO DA GM. 
ALÍQUOTAS OBTIDAS EM 0 E 72 HORAS E NOS TEMPOS DE RETENÇÃO DE 11,11 E 12,44 MINUTOS, 
RESPECTIVAMENTE, CONFORME FIGURA 25.
FIGURA 27. A) CROMATOGRAMA, B) VARREDURA DE MASSAS E C) ESPECTRO DE MASSAS DA GM APÓS AS 
ETAPAS DE PURIFICAÇÃO.
FIGURA 28. HISTOGRAMA DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS DA GM E DE SEUS ANÁLOGOS PARA 
ESCHERICHIA COLI. OS NÚMEROS EM DESTAQUE CORRESPONDEM AOS VALORES DA CMI (ΜMOL.L-1).

FIGURA 29. HISTOGRAMA DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS DA GM E DE SEUS ANÁLOGOS PARA 
MICROCOCCUS LUTEUS. OS NÚMEROS EM DESTAQUE CORRESPONDEM AOS VALORES DA CMI 
(ΜMOL.L-1).
FIGURA 30. HISTOGRAMA DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS DA GM E DE SEUS ANÁLOGOS PARA CANDIDA 
ALBICANS. OS NÚMEROS EM DESTAQUE CORRESPONDEM AOS VALORES DA CMI (ΜMOL.L-1).	
FIGURA 31. ATIVIDADE HEMOLÍTICA DA GM E DE SEUS ANÁLOGOS (A ABSCISSA ESTÁ EM ESCALA 
LOGARÍTMICA).
FIGURA 32. COMPARAÇÃO DAS ATIVIDADES HEMOLÍTICAS DA GM, ANÁLOGO LINEAR COM A D-PROLINA NA 
POSIÇÃO NOVE E ANÁLOGO LINEAR (A ABSCISSA ESTÁ EM ESCALA LOGARÍTMICA).
FIGURA 33. INTENSIDADE DE VAZAMENTO DE CF OBTIDA PARA GM E ANÁLOGOS EM PRESENÇA DE 
BICAMADAS DE DIFERENTES COMPOSIÇÕES LIPÍDICAS (POPC CONTENDO 0, 15, 25 E 50 MOL% DE 
POPG, NAS RESPECTIVAS CONCENTRAÇÕES: 100, 100, 120 E 150 µMOL.L-1). OS PRIMEIROS 100 S 
SÃO REFERENTES AO VAZAMENTO DE CF NA AUSÊNCIA DE PEPTÍDEO. APÓS ESSES 100 S, O 
PEPTÍDEO É ADICIONADO (10 µMOL L-1) E, APÓS 1.300 S DE CINÉTICA, ADICIONA-SE TAMBÉM TRITON 
X-100 PARA SOLUBILIZAR AS DEMAIS LUVS. EXPERIMENTOS REALIZADOS EM TAMPÃO FOSFATO 10 
MMOL.L-1, 300 MMOL.L-1 NACL.
FIGURA 34. RESUMO DAS PORCENTAGENS DE VAZAMENTO DE CF OBTIDAS PARA POPC PURO, 15, 25 E 50 
MOL% DE POPG EM INTERAÇÃO COM GM E ANÁLOGOS. AS QUATRO PRIMEIRAS BARRAS NO GRÁFICO 
Í N D I C E  D E  E S Q U E M A S ,  T A B E L A S  E  F I G U R A S  | 15 



INDICAM A PORCENTAGEM DE VAZAMENTO DE CF MEDIDA NA AUSÊNCIA DE PEPTÍDEO. ESSE GRÁFICO 
TEM COMO BASE A TABELA 7 ACIMA.
FIGURA 35. ESPECTROS DE CD DA GM E ANÁLOGOS CÍCLICOS (80 µMOL.L-1). SDS 1 MMOL.L-1 (LINHA 
VERDE), SDS 15 MMOL.L-1 (LINHA VERMELHA) E ÁGUA (LINHA AZUL).
FIGURA 36. ESPECTROS DE CD DOS ANÁLOGOS DA GM (80 µMOL.L-1) CONTENDO D-PRO NA POSIÇÃO 
NOVE. SDS 1 MMOL.L-1 (LINHA VERDE), SDS 15 MMOL.L-1 (LINHA VERMELHA) E ÁGUA (LINHA AZUL).	
FIGURA 37. ESPECTROS DE CD DOS ANÁLOGOS LINEARES DA GM (80 µMOL.L-1). SDS 1 MMOL.L-1 (LINHA 
VERDE), SDS 15 MMOL.L-1 (LINHA VERMELHA) E ÁGUA (LINHA AZUL).
FIGURA 38. ESPECTROS DE FLUORESCÊNCIA DA GM E ANÁLOGOS (20 µMOL.L-1) CONTENDO APENAS O 
FLUORÓFORO TYR EM SUAS SEQUÊNCIAS PRIMÁRIAS. SDS 1 MMOL.L-1 (LINHA VERDE), SDS 15 
MMOL.L-1 (LINHA VERMELHA) E ÁGUA (LINHA AZUL).
FIGURA 39. ESPECTROS DE FLUORESCÊNCIA DOS ANÁLOGOS DA GM (20 µMOL.L-1) CONTENDO TRP EM 
DIFERENTES POSIÇÕES DA SEQUÊNCIA PRIMÁRIA. SDS 1 MMOL.L-1 (LINHA VERDE), SDS 15 MMOL.L-1 
(LINHA VERMELHA) E ÁGUA (LINHA AZUL).
FIGURA 40. ESPECTROS DE ABSORBÂNCIA DOS ANÁLOGOS A) [TRP1]-GM, B) [TRP7]-GM E C) [TRP9]-GM; 
D) ABSORBÂNCIA MEDIDA NO COMPRIMENTO DE ONDA DE 375 NM PARA TODOS OS PEPTÍDEOS EM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE SDS. A CONCENTRAÇÃO PEPTÍDICA UTILIZADA FOI DE 20 µMOL.L-1.

FIGURA 41. ESPECTROS DE FLUORESCÊNCIA DOS ANÁLOGOS A) [TRP1]-GM, B) [TRP7]-GM E C) [TRP9]-
GM; D) BLUESHIFT GLOBAL DE TODOS OS PEPTÍDEOS EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE SDS. A 
CONCENTRAÇÃO PEPTÍDICA UTILIZADA FOI DE 20 µMOL.L-1.
FIGURA 42. FLUXO DE CALOR DADO POR INJEÇÕES DE UMA SOLUÇÃO DE LUVS 10 MMOL.L-1 EM UMA 
SOLUÇÃO DE GM 15 ΜMOL.L-1. CADA INJEÇÃO CORRESPONDE A 5 ΜL (EXCETO A PRIMEIRA, QUE É DE 
SOMENTE 0,5 ΜL, E QUE É DESCARTADA DA ANÁLISE POSTERIOR) E TODAS AS SOLUÇÕES FORAM 
PREPARADAS EM HEPES 30 MMOL.L-1, COM 100 MMOL.L-1 DE NACL EM PH 7,4.
FIGURA 43. CALOR INTEGRADO POR MOL DE LIPÍDIO ASSOCIADO A CADA INJEÇÃO COMO UMA FUNÇÃO DA 
RAZÃO MOLAR LIPÍDIO/PEPTÍDEO (OBTIDOS A PARTIR DOS TERMOGRAMAS MOSTRADOS NAS FIGURAS 
42A, B E C). O CALOR RESULTANTE DA DILUIÇÃO DAS LUVS (OBTIDO A PARTIR DO CALOR DAS 
ÚLTIMAS INJEÇÕES) FOI SUBTRAÍDO DO TOTAL DO CALOR DE CADA INJEÇÃO.
FIGURA 44. FLUXO DE CALOR MEDIDO PARA LUVS COM 50 MOL% DE POPG EM POPC (0,1 MMOL.L-1) 
COM A) 0 MOL% E B) 3 MOL% DE PE-PEG. FORAM INJETADOS VOLUMES DE 0,5 µL (1X), 2 µL (2X) E 
5 µL (13X), EM SEQUÊNCIA, DE UMA SOLUÇÃO DE GM 15 µMOL.L-1. A INTEGRAL DOS PICOS POR MOL 
DE INJETANTE CORRESPONDE AOS TERMOGRAMAS DO PAINEL SUPERIOR C) A E D) B. TAMPÃO 
HEPES 30 MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 DE NACL, PH 7,4.
FIGURA 45. CALOR ACUMULADO EM FUNÇÃO DAS RAZÕES PEPTÍDEO/LIPÍDIO PARA A) TITULAÇÃO DE 
PEPTÍDEO COM LUVS E B) DE LUVS COM PEPTÍDEO. LUVS COM 50 MOL% DE POPG EM POPC EM 
TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 NACL, PH 7,4. OS SÍMBOLOS REPRESENTAM OS DADOS 
EXPERIMENTAIS E AS LINHAS O MELHOR AJUSTE TEÓRICO OBTIDO COM O MODELO DE PARTIÇÃO DE 
SUPERFÍCIE (EXTRAÍDA DE DOMINGUES E COLS., 2013 29).
FIGURA 46. FLUXO DE CALOR DADO POR INJEÇÕES DE UMA SOLUÇÃO DE A) LUVS 25 MOL% DE POPG EM 
POPC 10 MMOL.L-1 EM UMA SOLUÇÃO DE GM 10 ΜMOL.L-1 OU [SER2,6,11,15]-GM 20 ΜMOL.L-1, E B) 
LUVS 50 MOL% DE POPG EM POPC 6 MMOL.L-1 EM UMA SOLUÇÃO DE GM 15 ΜMOL.L-1 OU 
[SER2,6,11,15]-GM 20 ΜMOL.L-1. OS PAINÉIS INFERIORES SÃO AS INTEGRAIS DE CADA PICO DE FLUXO 
DE CALOR POR MOL DE LIPÍDIO (TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, COM 100 MMOL.L-1 DE NACL EM PH 
7,4).
FIGURA 47. CALOR INTEGRADO POR MOL DE LIPÍDIO COM BASE NA FIGURA 46. A) 25 MOL% DE POPG EM 
POPC 10 MMOL.L-1, GM 10 MOL.L-1 (K = 3X104 M-1); B) 50% MOL DE POPG EM POPC 6 MMOL.L-
1
, GM 15 µMOL.L-1 (K = 1X107 M-1) E [SER2,6,11,15]-GM 20 µMOL.L-1 (K = 5X105 M-1). OS SÍMBOLOS 
REPRESENTAM OS DADOS EXPERIMENTAIS E AS LINHAS O MELHOR AJUSTE TEÓRICO OBTIDO COM O 
MODELO DE PARTIÇÃO DE SUPERFÍCIE.
FIGURA 48. ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO, MEDIDO EM ÂNGULO DE 90°,  REALIZADO NAS SEGUINTES 
CONDIÇÕES: EM UMA CUBETA CONTENDO 1,45 ML DE UMA SOLUÇÃO DE GM 15 ΜMOL.L-1 FORAM 
Í N D I C E  D E  E S Q U E M A S ,  T A B E L A S  E  F I G U R A S  | 16 



ADICIONADAS ALÍQUOTAS DE 5 ΜL DE UMA SOLUÇÃO ESTOQUE DE LUVS COM 50 MOL% DE POPG EM 
POPC 10 MMOL.L-1 COM A) 0, B) 1 E C) 3 MOL% DE PE-PEG. TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, 100 
MMOL.L-1 DE NACL, PH 7,4.	
FIGURA 49. IMAGENS OBTIDAS POR MICROSCOPIA ÓTICA DE CONTRASTE DE FASE. GM 15 µMOL.L-1, LUVS 
COM 50 MOL% DE POPG EM POPC, 37 µMOL.L-1, COM 0, 1 E 3 MOL% DE PE-PEG. TAMPÃO 
HEPES 30 MMOL.L-1 COM 100 MMOL.L-1 DE NACL, PH 7,4.

FIGURA 50. ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO, MEDIDO EM ÂNGULO DE 90°,  REALIZADO NAS SEGUINTES 
CONDIÇÕES: EM UMA CUBETA CONTENDO 1,45 ML DE UMA SOLUÇÃO DE LUVS COM 50 MOL% DE 
POPG EM POPC 0,1 MMOL.L-1 FORAM ADICIONADAS ALÍQUOTAS DE 2 µL (2X) E 5 µL (13X), EM 
SEQUÊNCIA, DE UMA SOLUÇÃO ESTOQUE DE GM 0,3 MMOL.L-1 COM A) 0 E B) 3 MOL% DE PE-PEG. A 
IMAGEM MENOR APRESENTA A INTENSIDADE DE ESPALHAMENTO RELATIVA EM FUNÇÃO DA RAZÃO 
MOLAR PEPTÍDEO/LIPÍDIO OBTIDA PARA LUVS COM 50 MOL% DE POPG EM POPC COM 0 
(QUADRADOS CHEIOS) E 3 MOL% DE PE-PEG (CÍRCULOS VAZIOS). TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, 
100 MMOL.L-1 NACL, PH 7,4.
FIGURA 51. ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO, MEDIDO EM ÂNGULO DE 90°,  REALIZADO NAS MESMAS 
CONDIÇÕES DA FIGURA 48, COM INJEÇÕES DE LUVS 25 MOL% DE POPG 10 MMOL.L-1 EM GM 10 
ΜMOL.L-1 E EM [SER2,6,11,15]-GM 20 ΜMOL.L-1 E DE LUVS 50 MOL% DE POPG 6 MMOL.L-1 EM GM 15 
ΜMOL.L-1 E EM [SER2,6,11,15]-GM 20 ΜMOL.L-1. AS LINHAS EM VERMELHO REPRESENTAM INJEÇÕES DE 
LIPÍDIO EM TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 DE NACL, PH 7,4.
FIGURA 52. ESPALHAMENTO DE LUZ RELATIVO, MEDIDO EM 10 S DE CINÉTICA PARA CADA INJEÇÃO DE 
LIPÍDIO EM PEPTÍDEO E DIVIDIDO PELA INJEÇÃO EQUIVALENTE DE LIPÍDIO EM TAMPÃO. A) LUVS 25 
MOL% DE POPG EM POPC E B) LUVS 50 MOL% DE POPG EM POPC. TAMPÃO HEPES 30 
MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 DE NACL, PH 7,4.
FIGURA 53. TAMANHO MÉDIO DAS PARTÍCULAS MEDIDO POR DLS EM FUNÇÃO DA RAZÃO PEPTÍDEO/LIPÍDIO. 
LUVS COM 50 MOL% DE POPG EM POPC NA CONCENTRAÇÃO DE 0,1 MMOL.L-1 (TAMPÃO HEPES 
30 MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 DE NAF, PH 7,4).
FIGURA 54. TAMANHO MÉDIO DAS PARTÍCULAS MEDIDO POR DLS EM FUNÇÃO DA RAZÃO PEPTÍDEO/LIPÍDIO. 
LUVS 0,1 MMOL.L-1 COM A) 25 MOL% DE POPG EM POPC E B) 50 MOL% DE POPG EM POPC 
(TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 DE NAF, PH 7,4).
FIGURA 55. VAZAMENTO DE CF EM FUNÇÃO DO TEMPO PARA LUVS 50 µMOL.L-1 COM 50 MOL% DE POPG 
EM POPC CONTENDO 0 E 3 MOL% DE PE-PEG; RAZÃO MOLAR PEPTÍDEO/LIPÍDIO IGUAL A A) 0,02 E 
B) 0,2. TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 DE NACL EM PH 7,4.
FIGURA 56. PORCENTAGEM DE VAZAMENTO DE CF EM FUNÇÃO DA RAZÃO PEPTÍDEO/LIPÍDIO PARA LUVS 
50 µMOL.L-1 COM 50 MOL% DE POPG EM POPC APÓS 20 MIN. DE CINÉTICA (TAMPÃO HEPES 30 
MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 NACL, PH 7,4).	
FIGURA 57. VAZAMENTO DE CF PARA OS PEPTÍDEOS GM E [SER2,6,11,15]-GM EM DIFERENTES RAZÕES 
MOLARES PEPTÍDEO/LIPÍDIO E PARA DIFERENTES COMPOSIÇÕES LIPÍDICAS (0, 15, 25 E 50 MOL% 
POPG). EXPERIMENTOS REALIZADOS EM TAMPÃO FOSFATO 10 MMOL.L-1 COM 300 MMOL.L-1 DE 
NACL.

FIGURA 58. POTENCIAL ZETA EM FUNÇÃO DA RAZÃO PEPTÍDEO/LIPÍDIO PARA LUVS 0,1 MMOL.L-1 COM 50 
MOL% DE POPG EM POPC (TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, 100 MMOL.L-1 NAF, PH 7,4).
FIGURA 59. POTENCIAL ZETA EM FUNÇÃO DA RAZÃO PEPTÍDEO/LIPÍDIO PARA LUVS 0,1 MMOL.L-1 COM A) 
25 MOL% DE POPG EM POPC E B) 50 MOL% DE POPG EM POPC (TAMPÃO HEPES 30 MMOL.L-1, 
100 MMOL.L-1 NAF, PH 7,4).
FIGURA 60. ESPECTROS DE CD DA GM E [SER2,6,11,15]-GM, (100 µMOL.L-1), EM DIFERENTES COMPOSIÇÕES 
DE LUVS 0,5 MMOL.L-1 (0, 15, 25, 50, 75 E 100 MOL% POPG). EXPERIMENTOS REALIZADOS EM 
TAMPÃO FOSFATO 10 MMOL.L-1.
FIGURA 61. DADOS EXPERIMENTAIS (LINHA VERDE) E RECONSTRUÍDOS (LINHA AZUL) COM BASE NOS 
ESPECTROS DE CD OBTIDOS PARA A) GM E LUVS 0 MOL% POPG, B) [SER2,6,11,15]-GM E LUVS 0 
MOL% POPG, C) GM E LUVS 100 MOL% POPG E D) [SER2,6,11,15]-GM E LUVS 100 MOL% POPG. 
TAMPÃO FOSFATO 10 MMOL.L-1, PH 7,4. 100 µMOL.L-1 PEPTÍDEO E 0,5 MMOL.L-1 LIPÍDIO. AS LINHAS 
EM ROSA QUANTIFICAM A DIFERENÇA ENTRE OS DADOS OBTIDOS E O AJUSTE FEITO.
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FIGURA 62. ESPECTROS DE FLUORESCÊNCIA DA GM E [SER2,6,11,15]-GM, (25 µMOL.L-1), EM DIFERENTES 
COMPOSIÇÕES DE LUVS 125 µMOL.L-1 (0, 15, 25, 50, 75 E 100 MOL% POPG). EXPERIMENTOS 
REALIZADOS EM TAMPÃO FOSFATO 10 MMOL.L-1.
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Resumo 
 
O peptídeo antimicrobiano gomesina (Gm) foi inicialmente isolado da hemolinfa 
da Acanthoscurria gomesiana, uma aranha caranguejeira encontrada no Brasil. 
Fortemente catiônico, possui 18 resíduos de aminoácidos (pGlu1-Cys-Arg-Arg-
Leu5-Cys-Tyr-Lys-Gln-Arg10-Cys-Val-Thr-Tyr-Cys15-Arg-Gly-Arg-NH2) e duas 
ligações de dissulfeto nas posições Cys2,15 e Cys6,11. Trata-se de um PAM de 
largo espectro de ação, cuja atividade lítica foi avaliada como elevada e rápida. 
Gm e análogos foram sintetizados pelo método em fase sólida e utilizando-se a 
estratégia t-Boc. Em seguida, os peptídeos foram clivados, purificados e 
caracterizados, alcançando-se um índice de pureza satisfatório. Por meio de 
ensaios biológicos (de atividade antimicrobiana e hemolítica), estudos 
espectroscópicos e de cinética de vazamento de carboxifluoresceína (CF), a Gm 
e todos os seus análogos foram avaliados, tendo sido possível traçar uma relação 
estrutura/atividade para esses peptídeos, que comprova a importância da 
manutenção das ligações de dissulfeto pelos análogos da Gm para o 
desempenho de uma boa atividade lítica. Com base nesses primeiros resultados, 
a Gm e seu análogo menos ativo ([Ser2,6,11,15]-Gm) foram selecionados para 
análises mais detalhadas, utilizando-se, para tanto, modelos de membrana. Assim 
sendo, bicamadas lipídicas (LUVs), micelas e monômeros de SDS (dodecil sulfato 
de sódio) foram os sistemas miméticos escolhidos para investigar o mecanismo 
de ação desses peptídeos. A análise dos dados de calorimetria de titulação 
isotérmica (ITC) e de cinética de vazamento de CF indicou forte interação da Gm 
com as LUVs e rápida ação de desestruturação dessas bicamadas, em um 
processo entalpicamente dirigido. Através da utilização das técnicas de 
espalhamento de luz estático e dinâmico, e microscopia ótica de contraste de 
fase, foi possível detectar a formação de grandes agregados lipídicos, mesmo em 
baixas razões peptídeo/lipídio. Com o intuito de minimizar a agregação lipídica, 
um lipídio modificado contendo o polímero polietilenoglicol (PE-PEG2000) foi 
adicionado às vesículas. A Gm também apresentou intensa ligação exotérmica 
(ITC) e uma alta taxa de permeabilização dessas bicamadas modificadas, além 
de reduzida formação de agregados. O análogo [Ser2,6,11,15]-Gm exibiu 
semelhante atividade à da Gm em interação com LUVs contendo 50 mol% de 
POPG e uma diminuição acentuada dessa atividade para LUVs com 25 mol% de 
POPG, reafirmando a importância da atração eletrostática para esses peptídeos. 
Além disso, espectros de CD confirmaram que a Gm e seu análogo linear adotam 
conformação em dobra beta quando em contato com lipossomas e SDS acima e 
abaixo da CMC (concentração micelar crítica). Em outros estudos, análises de 
fluorescência e absorbância de análogos cíclicos da Gm, marcados com um 
resíduo de Trp, em presença de diferentes concentrações de SDS, apontaram 
para uma maior interação desses peptídeos com o SDS monomérico, resultando 
em um maior blueshift do espectro de emissão do Trp, bem como em um 
aumento na absorbância das amostras, maior ou igual ao causado pelo SDS na 
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forma micelar. O uso de dois sistemas miméticos de membrana diferentes, bem 
como as diversas metodologias empregadas, foi fundamental para uma ampla 
investigação das etapas requeridas pela Gm para causar a ruptura das 
biomembranas. Além disso, esses estudos foram importantes na detecção e 
caracterização da formação de agregados durante a interação da Gm com 
moléculas anfifílicas aniônicas, agregação essa que possivelmente se estende a 
outros peptídeos catiônicos, e que muitas vezes é negligenciada. 
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Abstract 
 
The antimicrobial peptide gomesin (Gm) was initially isolated from the hemolymph 
of Acanthoscurria gomesiana, a spider crab found in Brazil. It is strongly cationic, 
containing 18 amino acid residues (pGlu1-Cys-Arg-Arg-Leu5-Cys-Tyr-Lys-Gln-
Arg10-Cys-Val-Thr-Tyr-Cys15-Arg-Gly-Arg-NH2) and two disulfide bridges at 
positions Cys2,15 and Cys6,11. This PAM has a broad spectrum of action, whose 
lytic activity was considered as high and fast. Gm and analogues were 
synthesized by solid phase method and t-Boc strategy. Then, peptides were 
cleaved, purified and characterized, yielding a satisfactory percentage of purity. 
Via biological assays (antimicrobial and hemolytic activities), spectroscopic and 
carboxyfluorescein (CF) leakage studies, Gm and its analogues were evaluated. In 
that way, it was possible to extract a structure/activity relationship of these 
peptides, which reaffirmed the importance of the disulfide bridges to maintain a 
good lytic activity of Gm analogues. Based on these initial results, Gm and its less 
active analogue ([Ser2, 6,11,15]-Gm) were selected for more detailed analysis, which 
were evaluated using membrane models. Hence, lipid bilayers (LUVs), and SDS 
micelles and monomers were chosen as mimetic systems to investigate the 
mechanism of action of these peptides. Data analysis of ITC and kinetics of CF 
leakage indicated a strong interaction of Gm with LUVs, and also a fast disruption 
of these bilayers, in an enthalpy driven process. Through the use of static and 
dynamic light scattering and phase contrast microscopy techniques, it was 
possible to detect the formation of large lipid aggregates, even at low peptide/lipid 
ratios. In order to minimize the lipid aggregation, a modified lipid containing a 
polyethylene glycol polymer (PE-PEG2000) was added to vesicles. Gm also 
showed a strong exothermic interaction (ITC) and a high permeation rate of these 
modified bilayers, besides reduction in the aggregates formed. The analogue 
[Ser2, 6,11,15]-Gm exhibited similar activity as Gm in interaction with 50 mol% of 
POPG LUVs and a decrease in this activity for 25 mol% of POPG LUVs, 
reaffirming the importance of electrostatic attraction for these peptides. CD spectra 
confirmed that Gm and its linear analogue adopt beta-turn motif when in contact 
with liposomes and SDS above and below the CMC. In other studies, fluorescence 
and absorbance analyses of cyclic analogues of Gm, labeled with a Trp residue, in 
the presence of different concentrations of SDS, indicated a better interaction of 
these peptides with monomeric SDS, which caused a blueshift in the Trp emission 
spectra, and an increase in the sample absorbance, greater than or equal to that 
caused by SDS in micellar form. The use of two different membrane mimetic 
systems, as well as the different methodologies employed, was essential for a full 
investigation of the steps required by Gm to cause the disruption of 
biomembranes. Moreover, these studies have been important to detect and 
characterize the aggregates formed during the interaction of Gm with anionic 
biomolecules, whose event is possibly extended to other cationic peptides and 
often unnoticed. 
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1. Introdução 
 
1.1. Peptídeos Antimicrobianos 
Peptídeos antimicrobianos (PAMs) são componentes chaves do sistema 
imune de inúmeros organismos multicelulares 1. Os PAMs são polipeptídeos 
contendo em sua estrutura primária até 100 resíduos de aminoácidos 2, e que 
possuem largo espectro de ação, característico para cada molécula peptídica, 
podendo atacar simultaneamente vários organismos como bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, fungos, parasitas em geral, vírus envelopados e até 
mesmo células tumorais 3. 
Dentre os primeiros PAMs descritos na literatura estão os chamados 
defensinas, devido à sua função fundamental de defesa nos organismos 4. Desde 
então, mais de 1.000 PAMs produzidos por organismos multicelulares (plantas, 
invertebrados e vertebrados) têm sido isolados e caracterizados em sua estrutura 
primária 5-7. 
Classificar os peptídeos antimicrobianos torna-se difícil, já que estes 
apresentam grande diversidade de sequência. Considerando-se, no entanto, 
semelhanças estruturais entre essas moléculas, é possível dividi-las em duas 
grandes famílias principais de PAMs eucarióticos: catiônicos e não-catiônicos 8. 
Os PAMs catiônicos, maior grupo, incluem, por exemplo, as defensinas. São 
definidos como peptídeos contendo de 12 a 50 resíduos de aminoácidos e de 
duas a sete cargas positivas pelo excesso de aminoácidos básicos (arginina, 
histidina e/ou lisina) em relação aos aminoácidos ácidos (ácido aspártico e/ou 
ácido glutâmico). Apesar de serem peptídeos pequenos, podem apresentar 
variadas estruturas secundárias, dentre as quais a dobra beta, estabilizada por 
ligações de dissulfeto 9. Assim sendo, com base em sua estrutura secundária, os 
PAMs podem ser agrupados em quatro subdivisões 10: 
1) Peptídeos lineares em hélice alfa. Os peptídeos dessa classe 
geralmente assumem estruturas desordenadas em solução aquosa, apresentando 
estruturação em hélice alfa somente quando em contato com solventes 
hidrofóbicos ou com superfícies anfifílicas, como bicamadas lipídicas e micelas. 
Um exemplo de peptídeo com essa estruturação é a magainina 11 (Figura 1A). 
2) Peptídeos lineares em hélices estendidas. São peptídeos 
caracterizados pela presença de vários resíduos de um mesmo aminoácido, tais 
como histidina, prolina, triptofano ou glicina. O triptofano é um aminoácido de 
baixa ocorrência em peptídeos e proteínas conhecidas, sendo a indolicidina 12 
(Figura 1B) um dos poucos exemplos de sequência peptídica com alta 
porcentagem molar desse resíduo. 
3) Peptídeos cíclicos em dobra beta. Essa classe de moléculas é 
composta por peptídeos estabilizados por uma única ligação de dissulfeto, e cuja 
estrutura é aqui exemplificada pela tanatina 13 (Figura 1C). 
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4) Peptídeos cíclicos em beta hairpin. Os PAMs desse grupo 
apresentam conformação restrita devido à presença de duas ou mais ligações de 
dissulfeto. Dentre os peptídeos que apresentam estrutura do tipo beta hairpin 
(duas fitas beta antiparalelas conectadas por uma dobra) 14, pode-se citar a 
polifemusina I 15 (Figura 1D). 
 

Figura 1. Estruturas secundárias em 3D apresentadas por alguns PAMs: A) magainina, B) 
indolicidina, C) tanatina e D) polifemusina. 
 
Dentre os muitos aspectos apresentados pelos peptídeos antimicrobianos, 
aqueles que são considerados mais relevantes e positivamente selecionados são: 
1) serem capazes de levar o patógeno rapidamente à morte, antes que este 
possa duplicar-se; 2) apresentarem toxicidade seletiva, distinguindo as células 
invasoras das do hospedeiro; e 3) possuírem largo espectro de ação, de modo 
que ataquem diversos micro-organismos simultaneamente de forma eficiente. 
Além dessas características mais importantes, alguns outros parâmetros também 
são considerados, como: 1) conformação espacial adotada na interação com as 
membranas dos patógenos; 2) carga, uma vez que as membranas dos micro-
organismos são geralmente negativamente carregadas; 3) anfipaticidade, 
contendo resíduos hidrofílicos e hidrofóbicos que auxiliam na manutenção da 
atividade peptídica; 4) hidrofobicidade; e 5) ângulo polar, definido como a 
proporção relativa entre as faces polar e apolar de um peptídeo com conformação 
em hélice alfa, que, quanto menor, maior a capacidade do PAM permeabilizar a 
membrana do micro-organismo alvo 16-17. 
 
1.2. Modo de Ação dos Peptídeos Antimicrobianos 
O mecanismo molecular de permeação e rompimento das membranas dos 
micro-organismos alvos provocado pela ação dos PAMs depende de vários 
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parâmetros, tais como sequência de aminoácidos, conformação espacial, carga, 
anfipaticidade, hidrofobicidade, concentração peptídica e composição lipídica da 
membrana do patógeno. No entanto, o modo de ação preciso de muitos peptídeos 
antimicrobianos ainda permanece desconhecido. 
A interação entre PAMs e sistemas miméticos de membrana, como 
bicamadas lipídicas e sistemas micelares, de composições controladas e bem 
definidas, tem sido extensivamente estudada como meio de compreensão do 
mecanismo utilizado por esses peptídeos na desestabilização de biomembranas 
18-29
. A utilização de bicamadas lipídicas, por exemplo, permite uma ampla 
avaliação da ação desses peptídeos, uma vez que as estruturas vesiculares 
podem ser monitoradas por técnicas espectroscópicas, microscópicas, 
calorimétricas, entre outras. Além disso, há a vantagem de fácil obtenção e 
manipulação desses lipossomas, em comparação ao uso de células vivas, sendo 
ainda possível variar a composição dessas vesículas, bem como selecionar seu 
tamanho, e, assim, aproximar-se das características apresentadas pelas 
membranas dos diversos patógenos. Em muitos estudos envolvendo a utilização 
desses modelos, propõem-se a formação de canais na membrana bacteriana 
seguida ou não do rompimento desta 30-31. 
A morte da bactéria via formação de poro na membrana bacteriana por 
PAMs requer três etapas principais: 1) ligação desses PAMs à membrana, 2) 
agregação e 3) formação de canais. Nesta terceira etapa, a formação de canais, 
ocorre o vazamento do conteúdo intracelular e consequente morte do micro-
organismo 32. Hancock e colaboradores 33 propuseram uma hipótese de como tais 
peptídeos conseguem atravessar as membranas alvos. De acordo com ela, os 
PAMs catiônicos interagem com a superfície negativamente carregada da parede 
celular das bactérias devido à presença de uma camada externa composta 
principalmente de lipopolissacarídeos (LPS) nas bactérias Gram-negativas, e à 
presença de moléculas de ácidos lipoteicóicos (LTA) nas bactérias Gram-
positivas. No caso das bactérias Gram-negativas, os PAMs deslocariam 
competitivamente os íons magnésio, que auxiliam na manutenção da estrutura 
das moléculas de LPS (Figura 2A) juntamente com os íons cálcio. O 
deslocamento desses íons pelas moléculas dos PAMs é energeticamente 
favorecido, pois os peptídeos possuem uma afinidade três vezes maior pelo LPS 
que os íons magnésio. Dessa forma, os PAMs se uniriam fortemente aos sítios de 
ligação do magnésio presentes na superfície da parede celular, resultando em um 
processo de desestruturação desta. Os peptídeos antimicrobianos, então, tornar-
se-iam capazes de inserir-se na membrana bacteriana externa e transpor essa 
barreira em direção ao espaço periplasmático (Figura 2B), podendo interagir com 
a membrana plasmática (ou interna) pelos processos citados a seguir 9. 
Os modelos mais bem estabelecidos de formação de poro nas membranas 
alvos pelos PAMs são: poro do tipo barril 34, poro do tipo toroidal 35 e mecanismo 
carpete (ou detergente) 36 (Figura 3). 
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Figura 2. PAM atravessando a membrana externa de uma bactéria Gram-negativa. 
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No mecanismo de formação de poro do tipo barril (do termo em inglês 
barrel-stave), a face hidrofóbica dos peptídeos, em forma de hélice alfa e/ou de 
fita beta, fica em contato com as caudas da bicamada lipídica, enquanto a face 
hidrofílica forma o poro transmembranar 37. Dessa forma, ocorre o 
extravasamento do conteúdo citoplasmático, causando a destruição do micro-
organismo. 
 

Figura 3. Modelos de mecanismo de ação dos PAMs (adaptada de Glinel e cols., 2012 38). 
 
Já na formação dos poros toroidais, os resíduos hidrofóbicos dos peptídeos 
deslocam as cabeças polares dos fosfolipídios induzindo a formação de uma 
curvatura na membrana, que desestabiliza a sua superfície e permite uma maior 
interação da bicamada com esses peptídeos 39. Assim, há a formação do poro 
transmembranar, no qual os lipídios permanecem intercalados com as moléculas 
de peptídeo. Esse mecanismo permite a formação de poros com um tamanho 
pequeno e seletivo quanto à passagem de íons. 
De acordo com o modelo carpete (derivado do inglês carpet-like), os 
peptídeos ligam-se à membrana do micro-organismo por atração eletrostática, e 
só começam a agir ao atingirem uma concentração crítica na superfície. Assim, 
eles deslocam de maneira difusa os fosfolipídios componentes da membrana 
plasmática das bactérias, alterando a sua fluidez, o que propicia a 
desestruturação e o colapso da membrana alvo. Diferentemente dos modelos 
anteriores, nesse mecanismo não há a formação de poros, pois a membrana se 
desintegra em forma de micelas, como pela ação detergente 37;39-41. Com a 
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presença de colesterol nas membranas, normalmente ocorre uma redução da 
atividade dos PAMs, devido a uma maior estabilização da bicamada lipídica e/ou 
por possíveis interações entre os peptídeos antimicrobianos e o colesterol 42. 
Além dos mecanismos acima descritos, alguns PAMs podem simplesmente 
translocar-se para o interior da célula do patógeno, interagindo com alvos 
intracelulares específicos, tais como DNA, RNA e enzimas; ou podem, ainda, 
atuar diretamente no mecanismo de síntese proteica desses micro-organismos, 
ocasionando a sua morte 43-46. Podem, também, agir juntamente com alguns 
componentes internos da membrana, que é o caso de alguns peptídeos que 
trabalham em associação com a lisozima na destruição de bactérias, o que foi 
demonstrado em ensaios realizados in vitro 47. Dessa forma, os PAMs 
apresentam múltiplos mecanismos de ação para inibir o crescimento ou destruir 
uma grande variedade de micro-organismos, o que os tornam excelentes 
candidatos para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos. 
 
1.3. Gomesina 
Os PAMs estão presentes em vários organismos, desde formas de vida 
mais simples, como protozoários ameboides 48, até plantas 49, insetos 50 e animais 
51
. Dentre os invertebrados, o veneno produzido por aranhas diversas tem 
despertado o interesse de muitos pesquisadores. Isso porque o veneno desses 
aracnídeos, diferentemente de outros venenos animais, é heterogêneo; ou seja, é 
constituído de proteínas, polipeptídeos, enzimas, ácidos nucléicos, monoaminas, 
sais inorgânicos e toxinas poliaminas 52. Assim, inúmeros peptídeos 
antimicrobianos foram isolados a partir de neurotoxinas presentes no veneno 
desses invertebrados, como licotoxina I e II, da aranha Lycosa carolinensis 53, 
cupienina1, da aranha Cupiennius salei 54, e oxiopininas, da aranha Oxyopes 
kitabensis 55. 
Em um trabalho pioneiro de Silva e colaboradores 56, quatro peptídeos 
foram isolados a partir da hemolinfa da aranha caranguejeira Acanthoscurria 
gomesiana, a qual pertence à família Theraphosidae (Figura 4). Dentre os 
peptídeos caracterizados, três foram obtidos dos hemócitos desse aracnídeo, que 
são os PAMs gomesina, acanthoscurrina e theraphosinina. Já o quarto peptídeo, 
a poliamina mygalina, foi encontrado no plasma da A. gomesiana. Essa 
caranguejeira é particularmente interessante porque apresenta uma expectativa 
de vida que pode ser superior a 20 anos. E, considerando-se que esses 
aracnídeos sofrem ecdises periódicas em ambientes variados, supõe-se que 
possuam uma resposta imune bastante ampla e eficaz, uma vez que o animal 
estaria exposto a inúmeros tipos de patógenos diferentes. 
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Figura 4. Aranha caranguejeira Acanthoscurria gomesiana (foto de Vini Christ). 
 
A gomesina (Gm) contém 18 resíduos de aminoácidos e apresenta a 
seguinte estrutura primária: pGlu1-Cys-Arg-Arg-Leu5-Cys-Tyr-Lys-Gln-Arg10-Cys-
Val-Thr-Tyr-Cys15-Arg-Gly-Arg-NH2. Peptídeo fortemente catiônico (pIcalculado = 
9,86) 57, contém em sua estrutura primária seis resíduos positivamente 
carregados (cinco argininas e uma lisina) e quatro cisteínas que formam duas 
ligações de dissulfeto entre os resíduos Cys2,15 e Cys6,11 (Figura 5). Além disso, 
esse peptídeo possui duas modificações pós-traducionais: 1) ciclização do 
resíduo glutamina N-terminal em ácido piroglutâmico (pGlu); e 2) amidação da 
arginina C-terminal. Pode-se destacar também que a sequência de aminoácidos 
da Gm exibe grande similaridade com a de outros peptídeos antimicrobianos já 
descritos na literatura (Figura 6), tais como a taquiplesina 58, a polifemusina 59, a 
androctonina 60 e a protegrina 61. Estudos feitos com RMN 57 mostraram que a 
Gm, em meio aquoso, adota uma conformação em forma de grampo de cabelo 
(beta hairpin), como pode ser observado nas Figuras 5 e 6, estrutura essa 
composta por duas fitas beta pregueadas antiparalelas conectadas por uma dobra 
não-canônica. 
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Figura 5. Representações da estrutura secundária da Gm. Imagens obtidas pelo programa 
RasMol. 
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Figura 6. Comparação estrutural entre PAMs semelhantes. Imagens obtidas pelo programa 
RasMol. 
 
Nos ensaios antimicrobianos realizados por Silva e colaboradores 56, a Gm 
mostrou-se efetiva contra o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo que, das 27 bactérias testadas, 24 foram suscetíveis a esse 
peptídeo, e com CMI (concentração mínima inibitória) abaixo de 1,6 µmol.L-1 para 
a metade delas (Aerococcus viridans, Bacillus megaterium, Listeria 
monocytogenes, Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus, Escherichia coli 
1106, Escherichia coli D22, Escherichia coli D31, Escherichia coli SBS363 e 
Salmonella thyphimurium). Além disso, quando a Gm foi incubada com 
Micrococcus luteus e Escherichia coli D31, em concentração 12,5 vezes mais alta 
do que as CMIs correspondentes, nenhuma bactéria sobreviveu após um minuto 
de incubação. Essa característica representa uma vantagem significativa dessa 
molécula sobre outros agentes antimicrobianos não peptídicos que, em geral, 
requerem um tempo de exposição prolongado para a destruição dos patógenos 62. 
A Gm também foi eficiente contra o crescimento de fungos filamentosos 
(Alternaria brassicola, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum, Neurospora 
crassa, Nectria haematococca, Tricoderma viridae e Tricophyton mentagrophytes) 
e de leveduras (Candida albicans e Cryptococcus neoformans), e moderadamente 
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ativa contra o parasita Leishmania amazonensis 63. No entanto, ensaios 
hemolíticos realizados com a Gm exibiram considerável toxicidade contra 
eritrócitos humanos: um índice de hemólise por volta de 40% na concentração de 
100 µmol.L-1 desse peptídeo foi observado. 
 
1.3.1 Atividade da D-Gomesina 
Com o objetivo de se entender melhor o mecanismo de ação da Gm, que 
poderia ser, de forma menos específica, via desestruturação da membrana ou, 
mais complexa e especificamente, através da ligação a receptores presentes nas 
membranas dos micro-organismos, a D-Gm foi sintetizada, caracterizada e 
testada. Nesse análogo, que tem todos os resíduos de aminoácidos na 
configuração D-, encontraram-se exatamente as mesmas atividades 
antimicrobianas, hemolítica e de resistência à degradação enzimática 63 que as 
observadas para a Gm nativa. Esses dados confirmaram a hipótese de que a 
atividade desse peptídeo antimicrobiano deve ocorrer, inicialmente, via interação 
eletrostática com alguns componentes aniônicos presentes na membrana dos 
micro-organismos. E, devido ao caráter anfipático apresentado pela Gm, ela é 
capaz de inserir-se nas membranas alvos, levando à sua desestruturação e 
consequente morte do patógeno. 
 
1.3.2 Importância das Ligações de Dissulfeto 
Fázio e colaboradores 64 sintetizaram e testaram diferentes análogos 
lineares (sem as duas ligações de dissulfeto) e monocíclicos (sem apenas uma 
das ligações de dissulfeto) da Gm. Nestes, os resíduos de cisteína foram 
substituídos ou por seus derivados Cys(Acm), protegidos pelo grupo 
acetamidometila (Acm), ou por resíduos de serina. O aminoácido serina foi 
escolhido por possuir uma cadeia lateral de tamanho similar à da cisteína, 
apresentando uma hidroxila no local do grupo sulfidrila. Por essas modificações 
feitas, os análogos lineares apresentaram queda acentuada em suas atividades 
antimicrobianas (de oito até maiores que 64 vezes) em relação à atividade 
encontrada para a Gm, evidenciando que a presença das ligações de dissulfeto é 
de fundamental importância para a ação antimicrobiana desse peptídeo. 
Já os análogos monocíclicos da Gm, tanto com substituições por Cys(Acm) 
como por Ser, tiveram os mesmos efeitos biológicos, independentemente da 
posição da ligação de dissulfeto alterada. Como a atividade desses análogos foi 
somente um pouco menor (entre duas a quatro vezes) do que as obtidas com a 
Gm, concluiu-se, portanto, que a presença de pelo menos uma ligação do tipo 
dissulfeto é necessária para a manutenção de uma boa atividade antimicrobiana. 
Tanto os análogos lineares como os monocíclicos tiveram, também, suas 
atividades hemolíticas determinadas. Uma nítida correlação entre as atividades 
antimicrobianas e a hemolítica para cada peptídeo analisado foi observada; ou 
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seja, os análogos com menores atividades antimicrobianas foram menos 
hemolíticos. Esse fato seria muito interessante, pois obter-se-iam análogos que, 
embora menos potentes, não seriam tão hemolíticos. Entretanto, a ausência de 
uma ou duas das ligações de dissulfeto foi responsável pela quase completa 
degradação desses análogos, em poucos minutos, pelas enzimas plasmáticas 
humanas, o que tornaria essa molécula inviável como um agente antibiótico. 
 
1.3.3 Ligações de Lactama e Análogos Lineares 
Devido à importância das ligações de dissulfeto, já descrita no item 
anterior, Fázio e colaboradores 64, estudaram, ainda, se essas ligações poderiam 
ser substituídas por outro tipo de ligação intracadeia. E, para tanto, foi escolhida a 
ligação de lactama. Em tal modelo de ciclização é possível restringir a 
configuração da molécula de escolha através de uma ligação peptídica entre duas 
cadeias laterais de resíduos de aminoácidos presentes na estrutura primária do 
peptídeo. No entanto, essa ligação ocorre apenas entre aminoácidos que tenham 
uma porção N-terminal ou C-terminal disponível nas extremidades de suas 
cadeias laterais, de forma a possibilitar o encontro dessas duas porções. A ideia 
principal de se estudar esse tipo de substituição foi a de conferir aos análogos da 
Gm uma maior estabilidade química, já que há no sistema biológico enzimas 
capazes de promover a redução das ligações de dissulfeto em meio fisiológico. O 
emprego de ligações de lactama também possibilita investigar a influência do 
tamanho do anel e da quiralidade dos aminoácidos constituintes da ligação na 
atividade biológica e conformacional desses novos análogos obtidos. Além disso, 
existe a vantagem do ponto de vista da síntese peptídica, pois a formação das 
ligações de lactama pode ser realizada com o peptídeo ainda ligado à resina, o 
que minimiza a formação de dímeros, trímeros, etc. Nesses estudos, diversos 
análogos monocíclicos e bicíclicos (análogos com uma ligação de dissulfeto e 
uma de lactama ou duas de lactama) foram sintetizados, utilizando-se como 
componentes carboxílicos o D- ou L-ácido aspártico (Asp) e/ou D- ou L-glutâmico 
(Glu), e como componentes amínicos a D- ou L-lisina (Lys), D- ou L-ornitina (Orn) 
e o D- ou L-ácido 2,3-diaminopropiônico (Dap) para a formação das ligações de 
lactama. Dentre os compostos estudados, o de maior destaque foi o bicíclico 
[Glu2, Cys6,11, Lys15]-Gm, que apresentou atividades antimicrobianas e de 
resistência à degradação no plasma humano muito similares às obtidas com a 
Gm 64. 
Fázio e colaboradores 23 estudaram, ainda, outras formas de se mimetizar 
o beta hairpin na molécula de Gm, sem que fosse necessária a formação de 
ligações de dissulfeto intramoleculares. Nesse trabalho, os autores fizeram as 
seguintes considerações: 1) a conformação em grampo de cabelo – beta hairpin – 
é essencial para a manutenção das atividades antimicrobianas; 2) os análogos 
deveriam apresentar boas atividades antimicrobianas e baixa atividade hemolítica; 
e 3) estes também deveriam ser estáveis à degradação em plasma humano. 
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Assim sendo, no desenho dos análogos lineares, resíduos de prolina e D-prolina, 
nas posições oito e nove da sequência primária da Gm, foram adicionados à 
cadeia peptídica com a intenção de mimetizar a dobra do tipo beta, presente na 
molécula nativa. E, para a estabilização dos peptídeos nessa conformação, os 
resíduos de cisteína foram substituídos por resíduos de serina ou treonina, já que 
esses são capazes de estabelecer ligações de hidrogênio e, finalmente, conferir 
estabilidade contra a degradação enzimática. Dentre os análogos analisados, 
destacamos o [D-Thr2,6,11,15, Pro9]-D-Gm, que apresentou um índice terapêutico de 
4,88; 19,53 e 78,12 contra S. aureus, E. coli e C. albicans, respectivamente, e foi 
tão estável quanto a Gm no plasma humano. 
 
1.3.4 Relação Estrutura/Atividade 
Com o objetivo de se estudar a importância das cadeias laterais na 
atividade biológica da Gm, Lamas e colaboradores 65 sintetizaram análogos desse 
peptídeo em que cada resíduo de aminoácido foi substituído individualmente por 
uma alanina. Esse aminoácido foi escolhido por apresentar a cadeia lateral menos 
volumosa dentre os demais aminoácidos. Cabe aqui ressaltar que, nesse tipo de 
estudo não se escolhe a glicina, pois, além da alteração de cadeia lateral 
desejada, uma segunda variável não desejada, que são as alterações 
conformacionais, seria introduzida. Como a glicina não apresenta um carbono alfa 
(ou central) assimétrico, ter-se-ia uma maior flexibilidade da cadeia peptídica, o 
que poderia reproduzir alterações conformacionais maiores que as esperadas e 
de forma descontrolada. 
Os peptídeos foram sintetizados, caracterizados e tiveram suas atividades 
biológicas (antimicrobiana e hemolítica) determinadas. Possíveis alterações 
conformacionais na estrutura secundária desses peptídeos foram avaliadas por 
dicroísmo circular em diferentes sistemas de solvente. Conforme os resultados 
obtidos, as cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, Leu5, Tyr7, 
Val12 e Tyr14, mostraram-se mais importantes, uma vez que sua remoção implicou 
na diminuição das atividades antimicrobianas em todos os micro-organismos 
testados. A atividade hemolítica e os espectros de dicroísmo circular foram 
praticamente idênticos para todos os análogos analisados. Esses resultados 
mostram a importância e o envolvimento da região hidrofóbica da molécula de Gm 
no mecanismo de morte dos patógenos alvos. 
 
1.3.5 Estudos Recentes 
Além das propriedades antimicrobianas descritas, a Gm exibe também uma 
atividade antiprotozoária in vitro, na faixa de micromolar, contra as formas 
epimastigotas de Tripanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, que 
causa significativa morbidade e mortalidade na América Latina; e contra dois 
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protozoários flagelados, os agentes etiológicos da leishmaniose, a Leishmania 
amazonensis e L. mayor 56. 
A Gm também foi testada contra o Plasmodium spp., o agente etiológico da 
malária. As formas assexuada, sexuada e esporogônica do Plasmodium 
falciparum e/ou P. berghei foram utilizadas nos ensaios. O peptídeo inibe o 
crescimento in vitro da forma intra-eritrocitária do P. falciparum, com um IC50 de 
cerca de 80 µmol.L-1. Quando a Gm foi adicionada à cultura in vitro de 
gametócitos maduros de P. berghei, houve uma inibição significativa à 
exflagelação dos gametas masculinos (IC50 = 47 µmol.L-1) e formação de 
oocinetes. Ensaios in vivo mostraram que a Gm bloqueia o desenvolvimento de 
oocistos de ambas as espécies de Plasmodium em mosquitos Anopheles 
stephensi (50 µmol.L-1 de Gm reduziram a formação de oocistos em 
aproximadamente 54% desses), e não impôs redução da aptidão do mosquito, 
quando testado em doses que bloqueiam o parasita. Portanto, concluiu-se que a 
Gm tem potencial para ser uma molécula efetora anti-Plasmodium. A perspectiva 
desse peptídeo ser expresso em mosquitos transgênicos está sob avaliação 66-67. 
A toxicidade da Gm também foi avaliada em várias células eucarióticas 
superiores. Enquanto esse peptídeo exibe uma atividade na faixa de 5 a 20 
µmol.L-1 em células HUVEC (IC50 = 5,3 µmol.L-1), LLC-MK2 (IC50 = 7,7 µmol.L-1) e 
J774 (IC50 = 18,2 µmol.L-1), seu efeito é menor em hemácias humanas (IC50 > 100 
µmol.L-1). Em todos os casos, o efeito da Gm se dá através da permeabilização 
das membranas celulares. Esse peptídeo também foi citotóxico para células de 
melanoma murino B16F10-Nex 2 e para várias linhagens de células tumorais 
humanas, com IC50 abaixo de 5 µmol.L-1. Curiosamente, o tratamento tópico de 
melanoma murino subcutâneo com Gm retarda significativamente o crescimento 
do tumor 63. 
Em Paredes-Gamero e colaboradores 68, analisou-se, principalmente, a 
dinâmica de sinalização do Ca2+ durante a morte celular induzida pela Gm. Os 
resultados indicaram que a Gm é capaz de se ligar à membrana plasmática e, 
então, translocar-se rapidamente para o citoplasma. A concentração de 20 
µmol.L-1 de Gm foi suficiente para aumentar o Ca2+ citosólico e induzir a 
permeabilização da membrana após 30 min. de tratamento. A Gm induz a 
liberação de Ca2+ a partir do retículo endoplasmático (ER), promovendo, assim, a 
permeabilização da membrana de forma controlada, por um mecanismo 
dependente de Ca2+ que envolve o rompimento de organelas, tais como o ER, 
mitocôndrias e lisossomos, antes da perda da integridade da membrana. Um 
possível mecanismo de ação da Gm, em interação com células de mamíferos, 
está ilustrado na Figura 7. 
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Figura 7. Efeito dos PAMs em células de mamíferos (adaptada de Paredes-Gamero e cols., 2012 
69). 
 
Em ensaios recentes de Domingues e colaboradores 28, utilizando-se 
modelos de membrana, mais especificamente vesículas unilamelares gigantes 
(GUVs), foi possível investigar e descrever com mais riqueza de detalhes a ação 
da Gm em interação com bicamadas lipídicas. Nesse estudo, a atividade lítica da 
Gm foi avaliada tanto quantitativamente, por meio da contagem direta de GUVs 
permeabilizadas por esse peptídeo, como qualitativamente, em que se analisaram 
modificações morfológicas nessas vesículas por ação da Gm. Ambos os tipos 
experimentais escolhidos apontaram para uma ação peptídica rápida e abrupta, 
na qual não foi possível verificar a formação de poros. Com base principalmente 
nos ensaios qualitativos, o mecanismo de ação do tipo carpete foi proposto como 
aquele adotado pela Gm na permeabilização de sistemas miméticos de 
membrana (Figura 8). 
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Figura 8. Atividade da Gm em vesículas unilamelares gigantes (GUVs). As imagens foram obtidas 
através de microscopia ótica de contraste de fase (extraída de Domingues e cols., 2010 28). 
 
Apesar dos muitos resultados até aqui obtidos para a caracterização da 
atividade lítica da Gm, mais estudos sobre a relação estrutura/atividade desse 
peptídeo se fazem necessários, principalmente visando à elucidação dos 
mecanismos de interação da Gm com as membranas de células alvos, bem como 
seu modo de destruição destas, buscando-se, assim, aperfeiçoar sua atividade 
antimicrobiana e atenuar sua atividade hemolítica. 
 
1.4 Membranas Biológicas e seus Lipídios 
Os principais componentes das membranas biológicas são as proteínas e 
os lipídios. Uma única membrana pode conter mais de 100 espécies de lipídios. 
Essa enorme diversidade está associada às várias funções que os lipídios podem 
desempenhar nas biomembranas, sendo sua distribuição assimétrica entre as 
camadas interna e externa destas um forte indicativo da especificidade lipídica. 
Além das funções mais específicas, os lipídios, devido à sua propriedade de auto-
associação em meio aquoso, conferem às membranas sua estrutura básica 70, 
característica essa que será explorada no próximo tópico. 
Os lipídios presentes nas membranas constituem uma ampla variedade de 
compostos anfipáticos contendo uma região não-polar (cadeias hidrocarbônicas) 
e outra polar (cabeças polares). Assim como outras importantes biomoléculas, os 
lipídios também diferem amplamente no seu comportamento físico-químico. No 
entanto, a solubilidade é uma propriedade que é utilizada como critério de 
unificação entre eles: os lipídios são solúveis em solventes orgânicos, tais como 
alcanos, éteres, benzeno, alcanos clorados (por exemplo, clorofórmio), metanol e 
misturas desses solventes. Por exemplo, misturas de clorofórmio e metanol são 
usadas como solventes lipídicos universais 70. 
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Em geral, os lipídios têm duas cadeias acila com um número par de átomos 
de carbono, que varia de C14 a C22, com predominância das cadeias acila com 16 
ou 18 átomos de carbono. Quase todas as ligações duplas têm configuração Z 
(do alemão zusammen, junto) ou cis. O grau de insaturação (duplas ligações) 
pode variar consideravelmente; o mais comum, no entanto, são cadeias acila 
contendo de uma a quatro ligações duplas. Quanto aos grupos polares, esses 
podem ser neutros, com carga total igual a zero (os chamados zwitteriônicos), ou 
negativamente carregados. Os lipídios mais comumente encontrados nas 
membranas biológicas são os fosfolipídios, que possuem duas cadeias 
hidrocarbônicas e um grupo fosfato, ligados a um glicerol. Essas moléculas 
recebem diferentes denominações de acordo com o composto químico ligado ao 
grupo fosfato, constituindo a porção polar do lipídio. Os principais fosfolipídios são 
fosfatidilcolinas e fosfatidiletanolaminas, com os fosfolipídios negativamente 
carregados contribuindo em cerca de 10% a 20% 70. A Figura 9 apresenta os 
fosfolipídios utilizados neste projeto. 
A presença de fosfolipídios negativos na membrana é essencial para vários 
processos, pois facilita a aproximação de importantes moléculas catiônicas, como 
é o caso de variados tipos de proteínas. Outro aspecto importante das 
biomembranas é sua fluidez, que age nos constituintes da membrana em 
processos dinâmicos como rotação e difusão lateral. A importância da dinâmica 
lipídica para a função das membranas foi reconhecida com a introdução do 
modelo do mosaico fluido de biomembranas por Singer e Nicholson em 1972. 
Esse modelo reconhece o caráter líquido cristalino da bicamada lipídica como 
uma matriz das membranas biológicas, na qual as proteínas se inserem total ou 
parcialmente. Estudos utilizando técnicas físicas, como calorimetria, têm 
estabelecido que o colesterol pode ter efeitos profundos sobre as propriedades 
físicas das bicamadas fosfolipídicas, apresentando um papel importante no 
controle da fluidez das membranas biológicas. O colesterol induz um estado 
"intermediário" das moléculas de fosfolipídios com as quais interage, aumentando 
a fluidez das cadeias de hidrocarbonetos abaixo e reduzindo-a acima da 
temperatura de transição de fase gel-líquido cristalino. A capacidade de 
manipulação da composição de ácidos graxos, bem como da quantidade de 
colesterol na membrana, que alguns organismos apresentam, permite-lhes 
controlar a fluidez da membrana em resposta a mudanças no meio, mantendo 
suas funções celulares adequadamente 70. 
 

Figura 9. Fosfolipídios POPC e POPG u
 
1.5 Lipossomas como Sistemas Miméticos de 
Os lipídios são conhecidos por adotar estruturas macroscópicas quando 
hidratados, assumindo diferentes fases como micelar, hexagonal, em bicamada, 
entre outras 71. Estudos das propriedades físicas dos lipídios têm dado suporte a 
hipóteses que determinam a estrutura de fase por estes adotada com bas
sua forma 72; ou seja, com base no tamanho das regiões polar e apolar, da 
hidratação da cabeça polar e sua carga, das ligações de hidrogênio, além de 
efeitos de contra-íons e outros. Lipídios que
detergente, possuem uma forma geométric
que se apresentam na forma de bicamada (como fosfatidilcolina, esfingomielina, 
fosfatidilserina, etc.), têm forma geométrica cilíndr
Lipossomas, ou vesículas, são estruturas macroscópicas com uma ou mais 
bicamadas lipídicas concêntricas que cercam um número igual de 
compartimentos aquosos. Alguns lipídios, quando em excesso de água, adotam 
espontaneamente essa fo
anfipáticas de fosfolipídios
se que essas estruturas variam de formas tubulares a esféricas
(da escala de algumas centenas de angstrom
Dependendo do procedimento de preparação adotado, esses lipossomas podem 
ter de uma a várias cama
entre as camadas é definido pelo balanço das forças de Van der Walls de atração 
e as de repulsão eletrostática e de hidratação entre as
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Figura 10. Modelo simplificado das formas assumidas por lipídios em solução. A) Geometria 
cilíndrica, em que os lipídios preferem a fase lamelar e tendem a formar bicamadas; B) geometria 
em cone, sendo que os lipídios tendem a formar micelas ou regiões com curvatura positiva de 
membrana (adaptada de Haney e cols., 2010 73). 
 
As aplicações dadas a esses modelos de membrana são inúmeras. Por 
exemplo, os lipossomas reconstituídos, aos quais foram incorporados 
componentes proteicos de membrana, são alvos de estudos de interação 
lipídio/proteína. Os lipossomas são também empregados no encapsulamento de 
drogas, com aplicação na medicina e biologia, além de outras áreas 78-79. 
Há diversos tipos de lipossomas, entre eles: vesículas multilamelares 
grandes (MLVs), com tamanho de 0,1-5 µm, vesículas unilamelares pequenas 
(SUVs), de 20-50 nm, e vesículas unilamelares grandes (LUVs), cujo tamanho 
pode variar de 60 nm a 500 nm (Figura 11), além das vesículas unilamelares 
gigantes (GUVs), com tamanhos entre 1 µm e 20 µm. Quanto a suas 
propriedades, estas podem variar bastante dependendo do modo de preparo 
escolhido. Parâmetros importantes como eficiência de encapsulamento, volume 
capturado, tamanho da partícula e heterogeneidade no tamanho devem ser 
considerados. A composição química dos lipídios também possui forte influência 
na propriedade das membranas dos lipossomas. Por exemplo, a presença de 
quantidades significativas de colesterol nas vesículas tornam-nas mais estáveis, 
sendo capazes de reter seu conteúdo por um período mais longo de estocagem 
71
. 
Outro modelo mimético de membrana empregado neste projeto foram os 
detergentes. Os detergentes (ou surfactantes) são moléculas anfipáticas que 
apresentam uma única cauda hidrocarbônica, a qual constitui a região apolar da 
molécula. A região polar, por sua vez, pode ser formada por carboxilatos, 
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sulfonatos, fosfatos, aminas, entre outros grupos 70. Devido ao seu caráter 
anfipático, essas moléculas associam-se espontaneamente em solução aquosa, o 
que ocorre a partir de uma determinada concentração, característica de cada tipo 
de detergente. Tal concentração é denominada de concentração micelar crítica 
(CMC), acima da qual os surfactantes formam micelas (Figura 10B). Nesses 
agregados, as moléculas de detergente direcionam sua porção lipofílica para o 
interior da micela, enquanto os grupos polares direcionam-se para a parte externa 
desta, de forma a ficar em contanto com o ambiente aquoso. Abaixo da CMC, o 
surfactante estará, predominantemente, na forma de monômeros 80. 
Dentre os variados surfactantes existentes, para este projeto escolheu-se 
trabalhar com o dodecil sulfato de sódio (SDS). Por possuir uma região polar 
aniônica, essas moléculas favorecem a ligação de moléculas catiônicas (como a 
Gm e inúmeros peptídeos antimicrobianos), à sua superfície, por atração 
eletrostática. Sua CMC, em água pura, é de 8 mmol.L-1 aproximadamente 81, e 
para este projeto serão exploradas tanto a concentração micelar quanto a 
monomérica desse surfactante. 
 

Figura 11. Comparação entre MLV, LUV e SUV (adaptada de AVANTI®, 2013). 
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1.6 Técnicas: Conceitos Teóricos 
 
1.6.1 Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) 
A calorimetria de titulação isotérmica (ITC) tem sido muito usada na 
caracterização do mecanismo de ação de peptídeos antimicrobianos, caso, por 
exemplo, da magainina 82-83. Essa técnica oferece muitas vantagens 
experimentais, uma vez que quase todas as reações de ligação, assim como os 
processos físicos de adsorção, entre biomoléculas resultam em sinais 
calorimétricos que podem ser detectados (mudanças de temperatura da ordem de 
10-6 °C, ou menos de 1 µcal) 84. Essas pequenas flutuações no calor da reação 
são percebidas devido a um sistema de compensação (ou feedback) que há entre 
a cela de medida e a cela de referência do ITC. Inicialmente, ambas estão à 
mesma temperatura, controlada por um sensor entre as celas (Figura 12). Uma 
seringa é inserida na cela de medida, injetando volumes definidos de uma solução 
de interesse nesta. Após a reação ter início, esta pode liberar ou absorver calor, 
resultando em um sinal exotérmico (oscilação da linha de base para baixo) ou 
endotérmico (para cima). As oscilações na linha de base ocorrem por esse 
sistema de compensação, em que a cela de medida é aquecida, por exemplo, em 
caso de absorção de calor, até alcançar a mesma temperatura da cela de 
referência. Portanto, o sinal calorimétrico medido é proporcional ao calor fornecido 
ou retirado da cela de medida para que essa retorne a sua temperatura inicial. As 
injeções são feitas até que a reação cesse e sejam detectados apenas pequenos 
picos referentes à diluição de uma solução em outra (Figura 13A). 
O fluxo de calor pelo tempo constitui o termograma (Figura 13A). Para que 
os parâmetros termodinâmicos da reação possam ser extraídos, os picos 
apresentados no termograma são integrados, sendo o valor da integral de cada 
pico dividido pela quantidade molar de injetante (solução injetada pela seringa), 
referente a cada injeção, e apresentado em função da razão molar entre as 
espécies na seringa e na cela (Figura 13B). Dessa forma, a entalpia (∆H) da 
reação é fornecida experimentalmente, enquanto que os demais parâmetros da 
reação, como constante de afinidade (K), entropia (∆S) e energia livre de Gibbs 
(∆G), são obtidos teoricamente com a aplicação de um modelo, com a vantagem 
adicional de não ser necessário usar marcadores nas moléculas a serem 
analisadas, além de serem utilizadas baixas concentrações destas. 
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Figura 12. Esquema didático das celas e seringa do ITC (obtida do website: 
http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/bind/ITCCell.gif, acessado em 
19/09/2013). 
 

Figura 13. A) Fluxo de calor medido com o ITC; B) integral dos picos de calor em função da razão 
molar (adaptada de Solbak e cols., 2011 85). 
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Análise dos Dados de ITC: 
Neste trabalho, serão discutidos os parâmetros termodinâmicos da 
interação peptídeo/lipídio, mais precisamente de moléculas catiônicas interagindo 
com superfícies aniônicas. A atração eletrostática, presente nesse tipo de 
interação, é descrita como a primeira etapa na ligação do peptídeo às bicamadas 
lipídicas, seguido por adsorção e mudança conformacional do peptídeo 86 (Figura 
14). Sendo assim, a concentração peptídica próxima à superfície das membranas 
torna-se maior que no restante da solução, por simples atração de cargas. No 
entanto, apesar de importante, essa primeira etapa pode não ocorrer, que é o 
caso da ligação de peptídeos não-carregados a membranas neutras. Neste último 
caso, a concentração do peptídeo na superfície é igual àquela em solução e um 
simples modelo de partição, em que se assume que a fração de peptídeo ligado 
por mol de lipídio, Xb, é diretamente proporcional à concentração do peptídeo livre 
em solução, cf. 
                                      (Equação 1)
No entanto, para peptídeos catiônicos interagindo com lipossomas 
aniônicos, deve-se considerar que Kapp diminui à medida que os peptídeos se 
ligam à superfície aniônica, pois isso leva a uma diminuição da densidade 
superficial de cargas da membrana. Portanto, a constante de ligação aparente 
(Kapp) variaria com cf, não sendo, dessa forma, uma constante verdadeira. Para 
corrigir esse problema, foi utilizado o modelo de partição de superfície aliado à 
teoria de Gouy-Chapman. Na equação abaixo, a fração de peptídeo ligado está 
descrita em relação à concentração peptídica próxima à membrana (cM), sendo K 
a constante de ligação intrínseca. 
                                       (Equação 2)
Já os valores de cM podem ser obtidos pela distribuição de Boltzmann, descrita na 
Equação 3. 
RT/Fz
fM
opecc
Ψ−
=
                                  (Equação 3) 
Nesta, zp é a carga efetiva do peptídeo, não podendo ultrapassar o valor de sua 
carga nominal (que para Gm é +6), F é a constante de Faraday, ψo é o potencial 
de superfície, R é constante universal dos gases e T é a temperatura absoluta. O 
potencial de superfície é desconhecido; no entanto, ψo pode ser calculado a partir 
da densidade superficial de cargas da membrana, σ, utilizando-se a teoria de 
Gouy-Chapman 87. O valor de σ, por sua vez, é dado pela soma das contribuições 
da fração de lipídios aniônicos (XPG) e da fração de peptídeos ligados por mol de 
lipídio (Xb), além da contribuição dos demais cátions ligados, que para este 
trabalho será considerada a constante de ligação do Na+ (0.6 M-1). 
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A variável AL representa a área ocupada por lipídio e a AP a área ocupada por um 
peptídeo adsorvido. 
 

Figura 14. Estágios da interação peptídeo/lipídio (adaptada de Seelig, 2004 86). 
 
A Equação 5 mostra o cálculo para obtenção da entalpia da reação por 
mol de peptídeo, ∆Hpep. Tanto o ∆Hpep como a fração de peptídeo ligado por mol 
de lipídio, Xb, são diretamente medidos em experimentos de ITC em que se titula 
peptídeo com lipídio. O ∆Hpep é, então, obtido pela soma do calor de todas as 
injeções de reagente até a injeção i, hi, e dividida pelo número de moles de 
peptídeo na cela de reação, que é dado pelo produto da concentração de 
peptídeo inicial na cela de medida, c0pep, e do volume desta, Vcell. 
cell
o
pep
i
i
pep Vc
h
H
∑
=∆
                                   (Equação 5)
 
Nos experimentos opostos, quando peptídeo é injetado em uma dispersão 
lipídica contida na cela de medida, o ∆Hlip também pode ser calculado utilizando-
se a Equação 5, em que se substitui o copep por colip (concentração inicial de 
lipídio na cela). A fração de peptídeo ligado por mol de lipídio, após cada injeção i, 
Xib, pode ser obtida através da relação exibida na Equação 6. 
lipinj
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Nesta, hk é o calor da injeção k, Vinj é o volume injetado de lipídio cuja dispersão 
tem concentração clip. A isoterma de ligação, por sua vez, é dada por Xb (fração 
de peptídeo ligado por mol de lipídio) em função de cf (concentração de peptídeo 
livre em solução), sendo que cf pode ser obtida como mostra a Equação 7. 
)( ipopepif X1cc −=
                                   (Equação 7) 
A fração de peptídeo ligado, Xp, pode ser calculada pela relação dada na 
Equação 8. 
o
pepcell
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cVH
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X
∆
=
∑
=
                                  (Equação 8) 
Por fim, conhecendo-se os valores de K e ∆Hpep, é possível obter os 
demais parâmetros termodinâmicos, como ∆S e ∆G. O termo 55,5 M, que é a 
concentração da água, corrige a constante de ligação K para fração molar. 
			                          (Equação 9)
Através de uma parceria estabelecida com o Dr. Joachim Seelig (da 
universidade de Basel, na Suíça), passou-se a utilizar, em nosso grupo de 
pesquisa, um programa por ele desenvolvido, em que parâmetros termodinâmicos 
relevantes da interação peptídeo/lipídio são obtidos. Sendo assim, a isoterma de 
ligação obtida experimentalmente pôde ser comparada a simulações teóricas para 
essa interação. 
 
1.6.2 Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) 
Dentre as técnicas disponíveis para estudos conformacionais de proteínas 
e peptídeos em solução, destacaram-se, nos últimos 40 anos, as espectroscopias 
de dicroísmo circular (Circular Dichroism, CD) e de fluorescência. Isto se deve, 
principalmente, ao desenvolvimento da instrumentação dessas técnicas 
espectroscópicas, tornando suas medidas muito mais sensíveis. Diferentemente 
da técnica de difração de raios X, a qual necessita de cristalização, e da de 
ressonância magnética nuclear (RMN), na qual a água dificulta as análises, tanto 
a espectroscopia de CD quanto a de fluorescência utilizam-se de pouca 
quantidade de amostra e esta é, na maioria das vezes, completamente 
recuperada. 
Brevemente, a técnica de dicroísmo circular baseia-se no desvio da luz, 
circularmente polarizada à esquerda e à direita, incidente em compostos quirais 
(ou assimétricos). Em proteínas e peptídeos, o carbono alfa de cada aminoácido, 
por possuir uma vizinhança assimétrica, desviará a luz polarizada, resultando em 
um sinal de CD. Esse sinal dependerá essencialmente do enovelamento da 
cadeia principal na formação da estrutura secundária. Assim, essa técnica é 
capaz tanto de identificar quanto de revelar mudanças na estrutura secundária de 
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proteínas e peptídeos. O espectro de CD entre 180 e 260 nm, região ultravioleta 
distante, pode identificar estruturas como hélices alfa, folhas beta paralelas e 
antiparalelas, dobras beta e estruturas randômicas. Além disso, ligações de 
dissulfeto e aminoácidos aromáticos, Phe, Tyr e Trp, contribuem para bandas na 
região de 230 nm 88. 
No caso da Gm, devido a estudos de RMN que evidenciaram sua 
estruturação em beta hairpin, como descrito anteriormente, as análises de 
dicroísmo circular serão centradas na teoria que envolve esses tipos de estruturas 
(dobras e folhas beta). Estudos com peptídeos modelos demonstraram que tais 
estruturas em dobras beta (tipo I) possuem um mínimo negativo centrado em 205 
nm e um máximo positivo em torno de 190 nm, como mostra a Figura 15. Já nas 
estruturas em folhas beta (paralelas e antiparalelas) esse mínimo negativo se 
encontra em 215 nm. 
De maneira similar, estruturas randômicas, comuns em peptídeos livres em 
solução, têm, em geral, seus mínimos negativos em torno de 190 nm e são 
caracterizadas pela perda do máximo positivo. A posição da banda negativa, no 
entanto, pode ser encontrada de 185 a 200 nm, devido à grande variabilidade no 
conjunto das conformações desenoveladas 88. A Figura 16 ilustra alguns desses 
espectros. 
As medidas de dicroísmo circular, em geral, são feitas em miligraus. No 
entanto, para que o espectro resultante possa ser comparado mais facilmente 
com os dados da literatura, convencionou-se exibir os resultados de forma 
independente dos valores de concentração e tamanho do peptídeo ou da proteína 
e do caminho ótico utilizado. Para isso, os dados são convertidos em elipticidade 
molar média por resíduo ([θ]MRW) em grau cm2 dmol-1. Essa conversão é realizada 
de acordo com a equação abaixo: 
!θ"#$θ%#&'$(%%&                       (Equação 10) 
Sendo que, θ é o ângulo medido em miligraus a cada comprimento de 
onda, ℓ é o caminho ótico da cela utilizada em cm, c é a concentração da amostra 
analisada em mg/mL e MRW, peso molecular médio por resíduo (do inglês mean 
residue weigth), é o peso molecular do peptídeo em razão de seu número de 
resíduos. 
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Figura 15. Espectros de CD de peptídeos em dobra beta. (──) Gly-Pro-Ser (OtBu)-Gly-NH- 
(CH2)4-CO, dobra beta I; e (···) Gly-Pro-Gly-Gly-NH- (CH2)4-CO, dobra beta II (extraída de 
Fasman, 1996 88). 
 

Figura 16. Dicroísmo circular de polipeptídeos desordenados. (──) poli (Lys), pH 5,7; (---) poli 
(Ser) em LiC1 8 M; e (···) poli (Lys-Leu) em água livre de sal (extraída de Fasman, 1996 88). 
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1.6.3 Espectroscopia de Absorbância 
O fenômeno de absorção de luz ocorre como resultado da incidência 
contínua de um feixe de luz (radiação) sobre uma amostra, cujos elétrons, 
presentes nas camadas mais externas das moléculas, vão do estado fundamental 
(de mais baixa energia) para o estado excitado (de maior energia). A radiação 
absorvida, portanto, tem valor igual à diferença energética existente entre esses 
dois estados 89. Uma vez que a absorção de energia depende da estrutura 
eletrônica da molécula, a espectroscopia de absorção, na faixa do UV-Vis, 
apresenta-se com uma técnica de ampla aplicação na caracterização de diversos 
compostos 90. O valor do comprimento de onda em que se dá a absorção de 
energia máxima, bem como sua intensidade, são as características principais de 
uma banda de absorção. 
Em outros termos, a quantidade de luz absorvida corresponde à diferença 
entre a intensidade da radiação incidente (I0) e transmitida (I) (Figura 17). A 
quantidade de luz que foi transmitida, por sua vez, pode ser expressa em valores 
de transmitância (T) ou absorbância (A). Para o cálculo da transmitância, segue-
se a relação matemática abaixo: 
)')                                       (Equação 11) 
Já a absorbância pode ser obtida, em relação aos valores de transmitância, da 
seguinte forma: 
*+,'-+,(Equação 12) 
 

Figura 17. Diagrama de absorção de um feixe de luz (extraída do website: 
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Beer_lambert.png, acessado em 19/09/2013). 
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Em geral, as moléculas são capazes de absorver luz em um determinado 
intervalo de comprimento de onda. No entanto, dentro de um comprimento de 
onda selecionado, certos compostos químicos prevalecem no espectro 
observado, e são, portanto, chamados cromóforos. Os cromóforos, encontrados 
em proteínas e peptídeos, apenas absorvem luz em comprimentos de onda 
menores que 300 nm, caso dos aminoácidos aromáticos triptofano, tirosina e 
fenilalanina. O triptofano, apesar de absorver mais intensamente a luz que os 
demais, não é frequentemente encontrado em proteínas e peptídeos. Como a 
fenilalanina possui um coeficiente molar de absorção (ε) baixo (Figura 18), a 
absorbância da tirosina, portanto, passa a ter maior contribuição para esses 
compostos 91. 
 

Figura 18. Comparação entre as extinções apresentadas pelos aminoácidos aromáticos 
(adaptada do website http://www3.nd.edu/~aseriann/CHAP9B.html/sld013.htm, acessado em 
21/09/2103). 
 
A espectroscopia de absorbância é também bastante utilizada na 
determinação de concentrações proteica e peptídica. Portanto, é importante 
determinar o quanto de luz é absorvido pela amostra. Em 1760, Johann Heinrich 
Lambert descreve, pela primeira vez, a relação entre a absorção de luz com a 
quantidade de material absorvente. Em 1851, August Beer retoma as descobertas 
de Lambert, demonstrando que a transmissão de luz é uma função logarítmica da 
densidade ou da concentração do absorvente 92. Sendo assim, a lei de Lambert-
Beer fornece uma relação entre absorbância, coeficiente de extinção molar e 
concentração do cromóforo, conforme equação abaixo: 
*(%.%                                    (Equação 13) 
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Em que A é a absorbância lida (unidade arbitrária), ℓ é o caminho ótico da 
cela utilizada (cm), ε é o coeficiente de extinção molar calculado (M-1.cm-1) e c é a 
concentração do cromóforo que, no caso de interesse deste trabalho, refere-se à 
concentração do peptídeo (em mol.L-1). 
O coeficiente de extinção molar (ε) 93 de um composto indica o quanto de 
luz este absorve em um determinado comprimento de onda. Em 280 nm e pH 
neutro, o ε é dado pela soma das contribuições dos aminoácidos Trp, Tyr e Cys, 
que apresentam significativa absorbância molar nessas condições 94-95. As 
ligações peptídicas absorvem em comprimento de onda menor (em 220 nm), não 
interferindo, portanto, para esse cálculo. Assim sendo, o coeficiente de extinção 
molar pode ser calculado com base na relação abaixo descrita: 
.!$/0&%./0"1!$0&%.0"1!$2/3&%.2/3"(Equação 14) 
Sendo que n refere-se ao número de resíduos de aminoácidos de tirosina, 
triptofano e/ou cisteína existentes na sequência peptídica, e ε é o coeficiente de 
extinção molar de cada um desses resíduos. Para medidas feitas em água, em 
280 nm, os coeficientes de extinção molar (calculados em 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/proteincalc.html) de cada resíduo são: 
Tyr = 1280 M-1.cm-1; Trp = 5690 M-1.cm-1; Cys = 120 M-1.cm-1. 
É importante salientar que, no caso da Cys, são considerados os resíduos 
de cistina (para o cálculo, considera-se cada meia cistina igual a 120 M-1.cm-1), 
que é o aminoácido formado quando duas moléculas de cisteína estão ligadas por 
ligação de dissulfeto, uma vez que os resíduos de cisteína não possuem boa 
absorção acima de 260 nm. Cabe ressaltar ainda que, para moléculas que não 
possuem o resíduo de Trp em sua sequência, o erro estimado para a 
determinação da absorbância é de aproximadamente 10%. 
O espectro de muitos cromóforos é sensível ao solvente, cuja sensibilidade 
pode ser manifestada por mudanças na intensidade, forma da banda ou 
comprimento de onda de absorção. Aminoácidos aromáticos são usualmente 
encontrados enterrados em regiões apolares da proteína, quando em meio polar 
(água, por exemplo), devido ao seu caráter mais hidrofóbico. O fato de os 
aminoácidos aromáticos serem capazes de perceber mudanças no ambiente é 
bastante útil, uma vez que variações em seus espectros podem ser 
correlacionadas a possíveis mudanças conformacionais ocorridas na proteína ou 
peptídeo 91. 
 
1.6.4 Espectroscopia de Fluorescência 
A espectroscopia de fluorescência teve um rápido desenvolvimento nas 
últimas décadas devido à sua aplicação em estudos de proteínas e peptídeos, os 
quais geralmente possuem fluoróforos intrínsecos (como resíduos de Tyr, Trp e 
Phe). Uma grande vantagem dessa técnica é a possibilidade de utilizarem-se 
baixas concentrações proteicas (ou peptídicas) para a realização das medidas de 
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fluorescência 96. Essas medidas podem ser estáticas ou dinâmicas (resolvidas no 
tempo). Para este projeto adotamos as medidas estáticas. 
Medidas de fluorescência são muito sensíveis a mudanças no ambiente 
dos fluoróforos, o que caracteriza essa técnica como uma ferramenta importante 
no monitoramento da ligação de peptídeos a bicamadas lipídicas, por exemplo. 
Essa maior sensibilidade das medidas de fluorescência está associada ao tempo 
de vida dos fluoróforos no estado excitado, da ordem de 10-9-10-8 s, que é 
comparativamente maior que para as demais técnicas espectroscópicas, como 
CD e absorção (10-15 s). Nesses baixos tempos de vida, em que os núcleos 
permanecem imóveis, são perdidas informações importantes como reações de 
protonação e desprotonação, mudanças conformacionais locais, efeitos de 
relaxação do solvente, além de qualquer processo ligado a mobilidades rotacional 
e translacional das moléculas 91. 
Os fenômenos de luminescência podem ser formalmente divididos em 
fluorescência e fosforescência, que ocorrem quando há emissão de radiação 
eletromagnética (na região do UV próximo-visível) proveniente de moléculas que 
foram excitadas e retornam ao seu estado fundamental. Isto só é possível pela 
absorção de um fóton, com energia h4A, o que desloca o elétron para um dos 
níveis vibracionais do singleto excitado (S1, S2...). Essa transição é muito rápida 
(10-15 s), e não envolve mudança de spin; ou seja, o elétron excitado apresenta 
spin oposto ao elétron do nível fundamental S0. Relaxações vibracionais levam o 
elétron ao nível vibracional excitado de menor energia (S1), a partir do qual ele 
volta ao estado fundamental (S0) por fluorescência. Portanto, o retorno de uma 
população que se encontra no estado excitado singleto para o estado 
fundamental por fluorescência é quanticamente permitido e ocorre em tempos de 
vida maiores que os de excitação (na ordem de nanosegundos) 96. 
No entanto, a fluorescência não é o único processo envolvido na perda de 
energia do estado excitado. Outros fatores como conversão interna de energia, 
supressão de fluorescência e cruzamento intersistema podem, portanto, afetar a 
intensidade de fluorescência. Na conversão interna, a energia de excitação é 
perdida por colisão com o solvente ou por dissipação por modos vibracionais 
internos. Os efeitos de conversão interna são maiores em temperaturas mais 
elevadas e, portanto, a emissão por fluorescência diminui com o aumento da 
temperatura. A supressão de fluorescência pode ocorrer tanto por colisão, 
levando à perda de energia absorvida, como pela formação de complexos com as 
moléculas do soluto. No primeiro caso, que é dinâmico, há também influência da 
temperatura, que quando elevada aumenta a taxa de colisão entre as partículas. 
A supressão de fluorescência, dinâmica ou estática, é utilizada em diversos 
experimentos, sendo uma forma útil de analisar mudanças na intensidade de 
emissão de fluorescência. Por fim, no cruzamento intersistema ocorre a 
conversação do estado singleto excitado em tripleto excitado pela mudança de 
spin que, por ser proibida quanticamente em primeira ordem, ocorre em um tempo 
de vida muito mais longo. O retorno ao estado fundamental pode ocorrer por 
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fosforescência ou por conversão interna. A fosforescência é um processo raro e 
ocorre em comprimentos de onda maiores que os da fluorescência, podendo ser 
facilmente distinguida. A Figura 19 mostra o diagrama de Jablonski que 
exemplifica os processos que ocorrem entre a absorção e a emissão de luz 91. 
Devido a esses processos não radioativos, que ocorrem juntamente à 
fluorescência, o decaimento eletrônico do singleto excitado, quando observado 
experimentalmente pela técnica de fluorescência, se dá em tempos de vida 
menores (5exp) que os indicados para a emissão radioativa somente (5R), conforme 
exemplificado nas equações a seguir: 
   


                                        (Equação 15) 
	
   


                                   (Equação 16) 
Nas quais kR é a taxa de emissão radioativa e k's é soma dos demais processos 
de conversão de energia (exp < R), sendo que todos eles somados contribuem 
para a despopulação do singleto excitado. Portanto, a fração de singletos 
excitados que se tornam não excitados por fluorescência, que é o rendimento 
quântico da fluorescência (6F), pode ser calculado através das seguintes 
relações: 
  


                                  (Equação 17) 
  
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                                   (Equação 18) 
O que significa que, quanto mais próximo a 1 o valor de 6F, melhor o rendimento 
quântico do fluoróforo. 
As medidas de fluorescência são geralmente apresentadas na forma de 
espectros de emissão, sendo que este é um gráfico da intensidade de 
fluorescência emitida em função do comprimento de onda (nm) ou do número de 
onda (cm-1) para um dado comprimento de onda de excitação. Os espectros de 
emissão podem sofrer variações dependendo da estrutura química do fluoróforo e 
do solvente no qual este é dissolvido. Como descrito por G. G. Stokes em 1852, a 
energia de emissão é tipicamente menor que a energia de absorção, e a 
fluorescência ocorre, portanto, em comprimentos de onda maiores que os de 
excitação. Esse deslocamento pode ser ainda maior devido, por exemplo, a 
efeitos do solvente 96, o que será explorado neste projeto. 
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Figura 19. Diagrama de Perrin-Jablonski. 
 
Os resíduos de Trp são os de maior rendimento quântico, geralmente 
responsáveis por 90% da fluorescência nas proteínas e peptídeos. Sendo assim, 
esse fluoróforo é altamente sensível, mesmo a pequenas mudanças ocorridas no 
meio, tais como interações com sistemas miméticos de membrana. A Tyr, por sua 
vez, é altamente fluorescente em solução, mas sua emissão é geralmente fraca 
em proteínas e peptídeos. 
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2 Objetivos 
 
O objetivo principal deste trabalho foi estudar o mecanismo de ação da 
Gm, o que foi feito por comparação desse peptídeo com seus análogos. Mas, 
diante do grande número de diferentes metodologias empregadas neste projeto, 
os objetivos foram divididos em três etapas, de forma a organizar a exibição e 
análise dos experimentos. Assim sendo, na primeira etapa do projeto, teve-se por 
meta principal a obtenção de peptídeos com alto grau de pureza, bem como uma 
cuidadosa caracterização destes, cujas sequências primárias são apresentadas 
na Tabela 1. 
As modificações feitas à molécula de Gm, e que resultaram nos diferentes 
análogos exibidos na Tabela 1, foram escolhidas por oferecerem variadas formas 
de análise, tanto de estrutura quanto de atividade dessas moléculas. A retirada 
das ligações de dissulfeto, por exemplo, está associada à perda da conformação 
em beta hairpin, que pode ser também mimetizada pela inserção de um resíduo 
de aminoácido de D-Pro na região equivalente à da dobra (posição 9). Por outro 
lado, a utilização de peptídeos marcados com resíduos do aminoácido Trp facilita 
a análise de fluorescência, uma vez que o rendimento quântico da Tyr, presente 
na sequência nativa da Gm, é comparativamente menor. Além disso, essa 
marcação foi feita em diferentes posições da cadeia de Gm, permitindo, assim, 
um estudo mais detalhado da interação desses análogos com células de 
patógenos e sistemas miméticos de membrana. 
Após síntese, purificação e caracterização dos peptídeos, deu-se 
sequência à segunda etapa do projeto, na qual o objetivo principal foi investigar a 
relação estrutura/atividade de todos os peptídeos abaixo listados. Portanto, com 
base em dados espectroscópicos e de atividade lítica, buscou-se correlacionar as 
modificações feitas aos análogos da Gm, com possíveis variações em sua 
atividade lítica e/ou estrutura secundária. 
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Tabela 1. Sequências peptídicas analisadas neste projeto. 
 
 
Para a execução da terceira etapa, por sua vez, foram escolhidos três 
análogos cíclicos da Gm contendo o aminoácido Trp em diferentes posições da 
cadeia peptídica ([Trp1]-Gm, [Trp7]-Gm e [Trp9]-Gm). Esses foram analisados em 
interação com SDS acima e abaixo da CMC, utilizando-se técnicas 
espectroscópicas, o que permitiu identificar diferenças na atividade desses 
análogos. 
A quarta e última etapa do projeto apresentou como meta central a 
caracterização da atividade da Gm, e de seu análogo linear ([Ser2,6,11,15]-Gm), em 
interação com modelos de membrana, aqui representados por lipossomas 
aniônicos. Tal estudo foi possível através da utilização de distintas técnicas que, 
analisadas de forma conjunta, geraram resultados importantes para uma melhor 
compreensão do mecanismo de ação da Gm. 
N. Nome Sequência PM
1 Gm
Z-C-R-R-L-C-Y-K-Q-R-C-V-T-Y-C-R-G-R-NH2
2270,7
2 [Trp1]-Gm
W-C-R-R-L-C-Y-K-Q-R-C-V-T-Y-C-R-G-R-NH2
2345,8
3 [Trp7]-Gm
Z-C-R-R-L-C-W-K-Q-R-C-V-T-Y-C-R-G-R-NH2
2293,8
4 [Trp9]-Gm
Z-C-R-R-L-C-Y-K-W-R-C-V-T-Y-C-R-G-R-NH2
2328,8
5 [Ser2,6,11,15]-Gm Z-S-R-R-L-S-Y-K-Q-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 2210,5
6 [Ser2,15]-Gm Z-S-R-R-L-C-Y-K-Q-R-C-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 2240,6
7 [Ser6,11]-Gm Z-C-R-R-L-S-Y-K-Q-R-S-V-T-Y-C-R-G-R-NH2 2240,6
8 [Trp1, Ser2,6,11,15]-Gm W-S-R-R-L-S-Y-K-Q-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 2285,6
9 [Ser2,6,11,15, Trp7]-Gm Z-S-R-R-L-S-W-K-Q-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 2233,5
10 [Ser2,6,11,15, Trp9]-Gm Z-S-R-R-L-S-Y-K-W-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 2268,6
11 [Ser2,6,11,15, D-Pro9]-Gm Z-S-R-R-L-S-Y-K-p-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 2179,5
12 [Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm Z-T-R-R-L-T-Y-K-p-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 2235,6
13 [Trp1, Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm W-T-R-R-L-T-Y-K-p-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 2310,7
14 [Thr2,6,11,15, Trp7, D-Pro9]-Gm Z-T-R-R-L-T-W-K-p-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 2258,6
15 [Thr2,6,11,15, Trp7]-Gm Z-T-R-R-L-T-W-K-Q-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 2289,6
16 [Thr2,6,11,15, Trp9]-Gm Z-T-R-R-L-T-Y-K-W-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 2324,7
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3 Materiais e Métodos 
 
Os materiais e métodos envolvidos neste projeto foram previamente 
analisados e aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP/EPM, 
conforme parecer de 19/11/2010, projeto número 1766/10. 
 
3.1 Materiais 
Para a realização da síntese de peptídeos foi utilizada a 
metilbenzidrilamino-resina (MBAR), com graus de substituição de 0,4, 0,7 e 0,8 
mmol/g, adquirida da Advanced Chemtech, Louisville, KY, EUA. Os Nα-terc-
butiloxicarbonil-L-aminoácidos (t-Boc-aa) foram, por sua vez, adquiridos da 
Bachem Inc., Torrance, CA, EUA. Utilizaram-se os seguintes protetores de 
cadeias laterais dos aminoácidos: Arg(Tos), Cys(4-MeOBzl), Lys(2-Cl-Z), Ser(Bzl), 
Tyr(2-Br-Z) e Thr(Bzl). 
Os ativadores utilizados (DIC, HOBt e TBTU) foram adquiridos da 
Novabiochem, San Diego, CA, EUA. Já as bases orgânicas TEA e DIPEA, o ácido 
TFA e outros reagentes e solventes tais como: DCM, MeOH, DMF, i-PrOH, 
anidrido acético, éter etílico, piridina, assim como as peneiras moleculares 
utilizadas no tratamento do DMF, foram adquiridos da Sigma, St. Louis, MO, EUA. 
A ACN de grau cromatográfico foi obtida da Mallinckrodt, Phillipsburg, NJ, EUA. 
A água utilizada nos experimentos foi previamente purificada através de um 
sistema Milli-Q da Millipore, Billerica, MA, EUA, equipado com cartuchos que 
retêm sais e compostos orgânicos indesejados. 
O PDB utilizado no preparo dos meios de cultura dos ensaios biológicos foi 
obtido da Difco Lab., Detroit, MI, EUA, enquanto que a peptona foi obtida da 
Gibco BRL, Carlsbad, CA, EUA. 
Os lipídios POPC e POPG, utilizados nos ensaios de interação 
peptídeo/lipídio, foram importados da Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL). O 
fosfolipídeo polimerizado PE-PEG2000 também foi importado da Avanti Polar 
Lipids (Birmingham, AL). 
O detergente SDS, empregado nos ensaios espectroscópicos, foi obtido da 
USB Corporation (Cleveland, OH, USA). 
 
3.1.1 Aminoácidos, Solventes e Reagentes 
Todos os aminoácidos adquiridos foram caracterizados previamente por 
CLAE-FR analítico. Os solventes orgânicos foram utilizados sem prévia 
purificação, porém com algumas exceções, como o TEA e o DIPEA. Essas bases 
orgânicas foram refluxadas durante uma hora na presença de anidrido acético, na 
proporção de 1 L de base para cada 100 mL de anidrido. Esse procedimento é 
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necessário para que se eliminem possíveis aminas primárias e secundárias que 
possam interferir nos ensaios. Em seguida, as bases foram destiladas e tratadas 
com hidróxido de potássio (100 g KOH/L de base) sob refluxo para eliminar a 
presença de água. Por fim, foram novamente destiladas e então estocadas em 
frascos do tipo âmbar contendo peneiras moleculares de 4 Å e 4-8 mesh. 
O TFA foi destilado com a finalidade de deixá-lo com o mínimo teor de 
água possível. 
O DMF foi submetido ao método da determinação do teor de aminas 
contaminantes, no qual se faz uma destilação sob pressão reduzida na presença 
de ninidrina (1 g ninidrina/L DMF) para eliminar aminas livres. Após isto, estoca-se 
o líquido em frascos âmbar e realiza-se então um teste, misturando-se volumes 
iguais de DMF com uma solução de dinitrofluorbenzeno (1 mg/mL em etanol 
95%). Lê-se a absorbância em 381 nm no espectrofotômetro, após a estabilização 
da lâmpada. Quando o valor da absorbância ultrapassar 0,15, o lote de DMF é 
inutilizado. Porém, os testes periódicos não apresentaram valores maiores que 
esse limite. 
O éter etílico foi tratado com ácido sulfúrico concentrado (50 mL de ácido/L 
éter) e refluxado por 30 minutos, em seguida destilado e estocado em frasco 
âmbar contendo fio de sódio metálico. 
A piridina foi refluxada por duas horas com hidróxido de potássio (200 g de 
KOH/L de piridina), destilada e estocada sob peneira molecular de 4 Å e 4-8 
mesh. 
 
3.2 Síntese dos Peptídeos 
Os peptídeos estudados neste trabalho foram sintetizados manualmente 
pelo método em fase sólida, via estratégia t-Boc, utilizando-se resina MBAR como 
suporte sólido 97. Os acoplamentos foram realizados com 2,5x de excesso (em 
relação ao componente amínico) de t-Boc-aa e de DIC/HOBt em DCM/DMF (1:1; 
V/V), por uma hora, e monitorados pelo teste de Kaiser 98. Os reacoplamentos, 
quando necessários, foram realizados empregando-se também 2,5x de excesso 
de t-Boc-aa e, em adição, TBTU com excesso de DIPEA (pH aparente entre 8,0-
9,0) em DMSO/NMP (1:4; V/V), por uma hora. Durante o processo de síntese, 
quando diante de três reacoplamentos seguidos com teste de ninidrina positivo, a 
peptidil-resina foi submetida a uma reação de acetilação com anidrido acético em 
DMF (1:4; V/V), por 20 minutos. 
 
3.2.1 Teste de Kaiser 
A síntese peptídica foi constantemente monitorada através do teste de 
Kaiser, conhecido também como teste da ninidrina. Esse teste consiste na 
transferência de uma pequena alíquota da peptidil-resina para um tubo de Duran. 
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Após a adição de duas gotas de ninidrina (500 mg/10 mL de n-butanol) mais 
piridina e fenol, uma gota cada, (80 g/20 mL n-butanol), a mistura foi colocada em 
uma estufa a 110 °C por um período de três minutos.  
O acompanhamento colorimétrico da solução da peptidil-resina foi 
realizado sempre ao final de um ciclo de desproteção ou acoplamento de cada 
resíduo de aminoácido. Sempre após cada etapa de desproteção, o teste 
resultava em uma coloração azul-intensa, indicando a presença de α-
aminogrupos desprotegidos devido à formação do complexo de Ruheman (Figura 
20). Caso fosse observada a manutenção da coloração azul, mesmo que não tão 
intensa, após a etapa de acoplamento, esta seria repetida (reacoplamento) e, ao 
seu término, o teste de Kaiser refeito. 
 
3.2.2 Síntese dos Peptídeos pela Estratégia t-Boc 
Nessa estratégia há três etapas básicas, as quais são: I) desproteção, II) 
neutralização e III) acoplamento, como mostra o Esquema 1 e a Figura 21. Após 
o acoplamento dos 18 resíduos de aminoácidos, como é o caso da síntese da 
Gm, segue-se à desproteção com 50% TFA em DCM por 20 minutos e, após 
lavagem da peptidil-resina com DCM (5x) e EtOH (3x), essa é seca a vácuo por 
duas a três horas. 
Essa estratégia foi preferível à estratégia Fmoc (9-
Fluorenilmetiloxicarbonila) pelo melhor custo/benefício apresentado. 
 

Figura 20. Formação do complexo de Ruheman no teste de Kaiser. 
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3.2.3 Clivagem e Extração dos Peptídeos 
As etapas de clivagem dos peptídeos da resina, que ocorre 
concomitantemente com a desproteção total das cadeias laterais reativas dos 
aminoácidos, foram feitas com o uso de ácido trifluorometanosulfônico (TFMSA). 
Os tempos de clivagem foram de aproximadamente 16 horas, devido à presença 
de cinco grupos tosila (Tos) empregados como protetores das cadeias laterais 
reativas das argininas (Arg). Para cada 1 g de peptidil-resina, foram adicionados 4 
mL de TFMSA, 14 mL de TFA, 1,0 mL de o-cresol e 1,0 mL de dimetilsulfeto. 
Após essas 16 horas, os peptídeos foram então precipitados com éter etílico 
previamente seco com fios de sódio e, com esse procedimento, os excessos de 
TFMSA e scavengers foram removidos. Os peptídeos foram, então, extraídos com 
150 mL de uma solução 5% de AcOH em água e, em seguida, liofilizados. 
 
Esquema 1. Etapas da síntese peptídica em fase sólida manual pela estratégia t-Boc. 
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Figura 21. Etapas para obtenção dos peptídeos por síntese em fase sólida e estratégia t-Boc. 
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3.2.4 Formação das Ligações de Dissulfeto (Ciclização) 
Após a clivagem do peptídeo da resina, realizou-se a oxidação dos grupos 
sulfidrila dos resíduos de cisteína. Para tanto, utilizou-se um balão de três bocas 
com capacidade para 3 L, contendo o peptídeo bruto dissolvido em cerca de 400 
mL de água Milli-Q (concentração final de 10-4 mol.L-1). Colocou-se nesse 
sistema, sob agitação, um borbulhador de ar e um pHmetro. O pH da reação foi 
ajustado para a faixa de 6,7-7,0, utilizando-se uma solução de hidróxido de 
amônio. A ciclização foi monitorada por cromatografia líquida de fase reversa 
acoplada a um espectrômetro de massas (CL/EM-IES). Em média, o tempo de 
reação foi de 72 horas, e a temperatura do sistema foi mantida em torno de 10 °C 
dentro de uma câmara fria. Decorrido esse tempo, ajustou-se o pH do sistema 
para 4,7-5,0 com a adição de ácido acético, procedendo-se em seguida à 
rotoevaporação da solução e liofilização do peptídeo. 
 
3.2.5 Liofilização dos Peptídeos 
As diferentes soluções de peptídeos obtidas após as etapas de clivagem, 
ciclização (no caso dos análogos contendo ligações de dissulfeto) e purificação 
foram submetidas à liofilização. Para tanto, foi utilizado um liofilizador 
Supermodulo 220 da marca Savant & Boc Edwards (Mountain View, CA, EUA), 
acoplado a uma bomba de vácuo modelo VLP 285 (17 m3/h). As soluções dos 
peptídeos (brutos e purificados) foram deixadas no liofilizador por 
aproximadamente 18 horas, a fim de que os peptídeos assumissem a forma de 
um pó branco amorfo (para materiais já purificados). 
 
3.3 Purificação dos Peptídeos 
A etapa de purificação dos peptídeos foi realizada após a liofilização em 
um cromatógrafo líquido, modelo Delta Prep 4000, acoplado a um detector UV-Vis 
modelo 486, ambos da Waters Associates (Milford, MA, EUA), um coletor de 
frações LKB-Frac-200 e um registrador Servogor 120, ambos da Pharmacia 
(Piscataway, NJ, EUA). As condições cromatográficas utilizadas foram: 
a) Coluna:   Júpiter C18 (21,2 x 250 nm, 300 Å, 15 µm); 
b) Fluxo:   10 mL/min.; 
c) Comprimento de onda: 220 nm; 
d) Sistemas de solventes: 
1) Solvente A: 0,1% TFA/H2O; Solvente B: 60% ACN em A; 
2) Solvente A: TEAP pH 2,25; Solvente B: 60% ACN em A; 
3) Solvente A: TEAP pH 4,80; Solvente B: 60% ACN em A; 
4) Solvente A: 5% AcOH/H2O; Solvente B: 60% ACN em A; 
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5) Solvente A: 5% NH4OAc pH 4,80/H2O; Solvente B: 60% ACN em A; 
e) Gradiente:  0,33% de B/min. 
Os sistemas de solventes e os gradientes usados foram escolhidos com 
base nos perfis cromatográficos dos peptídeos brutos obtidos por CLAE-FR 
(cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa) analítica. 
 
3.4 Caracterização dos Peptídeos 
 
3.4.1 Cromatografia Líquida de Fase Reversa Acoplada a um Espectrômetro de 
Massas (CL/EM-IES) 
Os espectros de massas foram obtidos através de um sistema CL/EM-IES, 
constituído por um módulo de separação Alliance modelo 2695, um detector do 
tipo UV-Vis modelo 2487, um injetor automático com capacidade para 120 
amostras e um detector de massas modelo 3100, todos da Waters Associates 
(Milford, MA, EUA). O sistema é controlado por uma Dell, através de um software 
denominado MassLynx, versão 4.1. Os peptídeos foram dissolvidos em água Milli-
Q para a obtenção da concentração final de 2 mg/mL. 
As condições experimentais foram: 
a) Coluna: Waters Nova-Pak C18 (2,1 x 150 
mm, 60 Å, 3,5 µm); 
b) Solventes:    A: 0,1% TFA/H2O; 
       B: 0,1% TFA em 60% ACN/H2O; 
c) Gradiente:     5 a 95% de B em 30 min.; 
d) Fluxo:     0,4 mL/min.; 
e) Comprimento de onda:   214 e 220 nm; 
f) Intervalo de massas:   500-2000 Da; 
g) Modo:     Electrospray Positivo; 
h) Fluxo de nitrogênio:   4,1 L/h; 
i) Temperatura da fonte:   150 °C; 
j) Temperatura de evaporação:  400 °C; 
k) Voltagem do “cone”:   36 V; 
l) Energia no capilar:   4 kV; 
m) Energia do extrator:   5 kV; 
n) Energia do multiplicador:  700 V; 
o) Resolução de baixo peso molecular: 15,6; 
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p) Resolução de alto peso molecular: 8,7; 
 
3.4.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE – Analítica) 
Todos os peptídeos foram caracterizados analiticamente por cromatografia 
líquida de alta performance (CLAE), em um cromatógrafo liquido composto por 
duas bombas modelo 515, injetor automático modelo 715, detector UV-VIS 
modelo 2487, todos da Waters Associates, Milford, MA, EUA, e controlados por 
uma workstation Compaq através do software Millennium, Versão 3.2. 
As condições experimentais foram: 
a) Coluna:   Júpiter C18 (4,6 x 150 mm, 300 Å, 5,0 µm); 
b) Comprimento de onda: 220 nm; 
c) Sistemas de solventes: A: 0,1% TFA/H2O; 
B: 0,1% TFA em 60% ACN/H2O; 
d) Gradiente:  5 a 95% de B em 30 min.; 
e) Fluxo:   1,5 mL/min. 
 
3.4.3 Análise de Aminoácidos (AAA) 
As análises de aminoácidos foram efetuadas utilizando-se o método da 
ninidrina em um analisador de aminoácidos Biochrom 20 Plus, da Biochrom Ltd. 
(Cambridge, Reino Unido), acoplado a um injetor Midas com capacidade para 84 
amostras. Esse equipamento é controlado por uma workstation Compaq através 
do programa Ezchrom Elite, versão 1.03. O sistema foi periodicamente calibrado 
com uma mistura padrão de aminoácidos, obtendo-se um valor para o tempo de 
eluição de cada aminoácido e um fator de correção entre a área de cada pico e a 
concentração de aminoácido da amostra. 
Aproximadamente 1 mg do peptídeo foi dissolvido em 1 mL de HCl 6N e 
adicionado 0,08 mL de uma solução com 5% de fenol em H2O. A solução 
resultante foi mantida sob borbulhamento com N2 por cerca de um minuto. O 
frasco com tampa rosqueada contendo a solução foi mantido a 110 °C por 72 
horas, em atmosfera de N2. Após a hidrólise, a solução foi concentrada a vácuo e 
o resíduo resultante foi dissolvido em citrato de sódio 0,2 mol.L-1, pH 2,2 (na 
concentração de 1 mg/mL). Após filtração em filtro Millipore (GV), a solução foi 
injetada no analisador de aminoácidos. 
A relação molar dos aminoácidos foi estabelecida considerando-se unitária 
a concentração do aminoácido mais próximo da média para todos os resíduos. O 
conteúdo peptídico (CP), em porcentagem, foi obtido relacionando-se o valor 
médio de mmol/resíduo encontrado ao número de mmol/peptídeo correspondente 
ao hidrolisado, aplicado na coluna. 
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3.5 Determinação da Concentração Peptídica 
Os peptídeos utilizados neste projeto foram, após purificação, diluídos em 
água Milli-Q (aproximadamente 1 mg/mL) e analisados em um espectrofotômetro, 
modelo Spectronic Genesys 5, para o cálculo de suas concentrações através da 
densidade ótica (DO), ou absorbância (A), e com base na lei de Lambert-Beer, 
conforme descrito na seção de Técnicas. Abaixo, segue o cálculo do coeficiente 
de extinção molar da Gm, como exemplo, sendo que os demais análogos podem 
apresentar diferentes valores de ε de acordo com as modificações feitas. 
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            (Equação 19) 
Como a leitura de absorbância fora da faixa que vai de 0,1 a 0,9 pode 
possuir um erro significativo, segundo instruções do equipamento, amostras muito 
concentradas são diluídas a partir de uma solução-estoque. Em seguida, a 
absorbância é novamente medida e, com base na concentração da solução 
diluída, a solução-estoque é então corrigida. A diferença encontrada entre a 
concentração apresentada pela balança e a encontrada com base na DO se 
explica pelo conteúdo peptídico efetivo da amostra, que pode variar para os 
diferentes peptídeos. 
 
3.6 Ensaio de Atividade Antimicrobiana 
 
3.6.1 Micro-organismos 
As cepas de bactérias e fungo utilizadas nos ensaios biológicos foram: 
Micrococcus luteus A 270 (bactéria Gram-positiva), Escherichia coli SBS 363 
(bactéria Gram-negativa) e Candida albicans MDM 8 (fungo), obtidas do 
Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo (ICB-USP). 
 
3.6.2 Meios de Cultura 
O meio de cultura utilizado para o crescimento das bactérias foi o meio PB 
(do inglês poor broth ou MP – meio pobre), cuja concentração salina usada foi de 
86 mmol.L-1 de NaCl. O PB não fisiológico foi preparado pela dissolução de 10 g 
de peptona mais 5 g de cloreto de sódio em 1 L de água Milli-Q. O pH foi ajustado 
para 7,4 com hidróxido de sódio 5 mol.L-1 e, na sequência, autoclavado por 15 
minutos a 120 °C. 
Já o meio de cultura utilizado para o crescimento do fungo C. albicans foi o 
de PDB (do inglês potato dextrose broth ou MDB – meio de dextrose de batata), 
também na concentração de 86 mmol.L-1 de NaCl. O meio PDB não fisiológico foi 
preparado pela dissolução de 1,2 g de PDB para cada 100 mL de água Milli-Q. A 
solução foi autoclavada por 15 minutos na temperatura de 120 °C. 
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3.6.3 Inibição de Crescimento dos Micro-organismos em Meio Líquido 
Nos testes de atividade antimicrobiana foi utilizado o procedimento de 
determinação da CMI (concentração mínima inibitória) através do ensaio de 
inibição de crescimento em meio líquido 99. Assim, diluições seriais (2x) dos 
peptídeos purificados foram preparadas em água Milli-Q autoclavada nas 
concentrações de 0,16 a 81,96 µmol.L-1. 
A montagem dos ensaios antibacterianos foi efetuada numa microplaca 
Elisa (Figura 22) no interior de uma capela de fluxo laminar. Foram efetuados os 
seguintes controles: 1) nos poços representados em amarelo (Figura 22) foram 
colocados 100 µL do meio de cultura apenas; 2) no poço H1, 100 µL de água 
Milli-Q utilizada nas diluições dos peptídeos e no preparo dos meios de cultura; e 
3) nos poços em azul, 10 µL de água Milli-Q foram adicionados a 90 µL do meio 
de cultura contendo bactérias para avaliação do crescimento bacteriano. Nos 
poços representados em vermelho, foram adicionados 10 µL da solução-estoque 
de cada peptídeo (10x mais concentrada para se alcançar o valor da 
concentração desejado na solução final de 100 µL) e 90 µL do meio de cultura 
pobre em nutrientes, contendo uma suspensão de uma cultura de bactérias em 
fase logarítmica de crescimento 60. O crescimento bacteriano foi avaliado por 
medida de absorbância da cultura em um leitor de microplaca Multiskan Ascent, 
modelo 354, a 595 nm, após 18 horas de incubação a 30 °C, com agitação 
constante na câmara incubadora FANEM, modelo 347CD. 
Na montagem dos ensaios com leveduras, utilizou-se o mesmo 
procedimento acima descrito, com apenas uma modificação: nos poços 
destacados em vermelho foram colocados 10 µL da solução peptídica (também 
10x mais concentrada para se chegar ao valor da concentração desejado na 
placa de Elisa) juntamente com 10 µL de água Milli-Q e 80 µL do meio de cultura 
com a solução de levedura contendo 10 µL de uma solução de tetraciclina (10 
mg/mL etanol). O tempo de incubação para o crescimento das leveduras foi de 24 
horas a 30 °C. 
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Figura 22. Ilustração da montagem do ensaio antimicrobiano na placa de Elisa. 
 
A CMI foi determinada como sendo a concentração do peptídeo testado na 
qual houve inibição do crescimento dos micro-organismos de 50 a 100%, como 
está ilustrado na Figura 23. 
 
3.7 Ensaio de Atividade Hemolítica 
 
3.7.1 Preparação dos Eritrócitos 
Os ensaios de atividade hemolítica dos peptídeos foram realizados com 
eritrócitos humanos recém-coletados e seguiram-se as seguintes etapas para a 
preparação desses eritrócitos: 
1) Aproximadamente 10 mL de sangue humano, grupo A, fator Rh positivo, 
foi coletado utilizando-se uma agulha Vacutainer 21G x GE052 e, em seguida, 
colocado em tubo Vacutainer heparinizado. 
2) Diluiu-se o sangue ainda fresco a 4% em tampão salino de fosfato 
(PBS), que consiste de uma mistura de 10 mmol.L-1 de Na2HPO4 e 1,8 mmol.L-1 
de K2HPO4, pH 7,4, contendo 140 mmol.L-1 de NaCl e 2,7 mmol.L-1 de KCl. 
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3) A solução resultante foi transferida para um tubo Falcon e centrifugada 
(centrífuga Sorvall H, 1000 B, RT 6000 D, rotor manual, DuPont), por cinco 
minutos a 4 °C e a 300 g. 
4) O plasma foi extraído cuidadosamente com o auxílio de uma pipeta 
automática. 
5) As células sanguíneas foram lavadas com PBS e leve agitação manual. 
6) Centrifugou-se novamente o tubo Falcon (nas mesmas condições 
anteriores). 
7) Repetiu-se as etapas cinco e seis mais duas vezes para uma melhor 
separação do plasma residual. 
8) Por fim, manteve-se a suspensão dos eritrócitos em PBS no gelo até sua 
utilização. 
 
3.7.2 Avaliação da Atividade Hemolítica dos Peptídeos 
A partir das soluções-estoques já definidas (conforme citado em tópico 
anterior), foram feitas diluições seriadas de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 
0,78, 0,39 e 0,2 µmol.L-1. Os ensaios foram realizados em tubos Eppendorfs 
contendo uma suspensão de 1% de eritrócitos (tratados de acordo com o tópico 
anterior) em PBS. Todos os ensaios foram feitos em triplicata e seguiram a 
seguinte montagem: 
1) Peptídeo: 10 µL de cada solução dos peptídeos analisados (10x mais 
concentrada para se alcançar o valor da concentração desejado na solução final 
de 100 µL) + 90 µL da suspensão de eritrócitos. 
2) Controle positivo (100% de hemólise dos eritrócitos): 10 µL de uma 
solução de 1% de SDS + 90 µL da suspensão de eritrócitos. 
3) Controle negativo (0% de hemólise dos eritrócitos): 10 µL da solução de 
PBS + 90 µL da suspensão de eritrócitos. 
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Figura 23. Ilustração da determinação da CMI no ensaio de atividade antimicrobiana. 
 
Após montagem, as soluções foram incubadas por uma hora a 37 °C. Em 
seguida, estas foram então centrifugadas a 5 °C por  cinco minutos e os 
sobrenadantes transferidos para uma microplaca (placa de Elisa). A placa, então, 
foi colocada no leitor de Elisa Multiskan Ascent, modelo 354, da ThermoElectron 
Co. (Milford, MA, EUA), utilizando-se o comprimento de onda de 405 nm para 
leitura. 
O percentual de hemólise dos peptídeos foi calculado pela seguinte 
equação (em que sol. = solução): 
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3.8 Preparação das Vesículas Unilamelares Grandes (LUVs) 
O sistema de membranas biomiméticas utilizado foi o de lipossomas do tipo 
LUV, que são vesículas com um diâmetro que pode variar de 60 a 500 nm, o qual 
é selecionado durante o processo de extrusão. A composição lipídica dos 
lipossomas foi escolhida de forma a mimetizar membranas de bactérias. Sendo 
assim, foram utilizadas misturas dos fosfolipídios POPC (lipídio zwitteriônico, com 
uma carga negativa e uma positiva – carga líquida = 0) e POPG (lipídio aniônico, 
com uma carga negativa – carga líquida = -1), na razão molar desejada. Além 
desses lipídios, em alguns experimentos, 1 e 3 mol% de PE-PEG, um lipídio 
modificado contendo o polímero polietilenoglicol (peso molecular de 2000) ligado 
à cabeça polar, foi adicionado à mistura lipídica, com o intuito de se minimizar o 
processo de agregação lipídica observado. Com o uso desse polímero hidrofílico 
não-iônico foi possível aumentar a estabilidade dos lipossomas, uma vez que, 
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com a repulsão de hidratação caracterizada pela presença de uma barreira 
estérica, a aproximação das vesículas fica impedida 100. 
Inicialmente, um filme lipídico foi preparado, na concentração e 
porcentagem molar de POPG em POPC desejada, na superfície interna de um 
tubo de ensaio a partir de uma solução de lipídio em clorofórmio. O tubo de 
ensaio com o filme foi deixado no vácuo por pelos menos 2 h. Em seguida, 
adicionou-se a solução aquosa desejada e, por agitação mecânica do tubo de 
ensaio, vesículas multilamelares (MLVs) de tamanhos variados foram formadas 
101
. 
Para obtenção de LUVs a partir de MLVs, foi necessário passar a 
dispersão lipídica, sob alta pressão, por pelo menos 11x por poros de diâmetros 
de 100 nm, mantendo-se os lipídios na fase fluida 102. A distribuição de tamanhos 
final foi relativamente estreita, centrada em aproximadamente 100 nm. A Figura 
24 exibe um esquema do sistema de extrusão utilizado neste projeto. 
 

Figura 24. Partes componentes do sistema de extrusão utilizado neste projeto (adaptada de 
AVANTI®, 2013). 
 
3.9 Determinação da Concentração Lipídica 
A dosagem do conteúdo de fosfato das amostras lipídicas permite estimar 
a correta concentração de lipídio utilizada. Essa dosagem é feita de forma 
indireta, através da análise colorimétrica do complexo azul formado pela reação 
entre o fosfato mineral e o molibdato em meio ácido 103. 
Inicialmente, volumes conhecidos da amostra lipídica a ser quantificada 
são transferidos para um tubo de ensaio. A curva-padrão de fosfato, por sua vez, 
é obtida pela adição de quantidades conhecidas de uma solução estoque de 
fosfato de sódio. Para que a absorbância medida das amostras lipídicas esteja 
dentro dos valores encontrados para a curva-padrão, é importante que se 
adicione o equivalente à aproximadamente 50 nmol da dispersão lipídica a ser 
analisada. O controle do experimento é feito pela adição de tubos vazios, o qual 
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passará por todas as demais etapas da dosagem de fosfato. Todas as amostras, 
tanto as de lipídio a serem quantificadas quanto as da curva padrão, são, então, 
deixadas em estufa a ∼ 60 °C para que toda água evapore. Em seguida, ácid o 
perclórico 70% é adicionado (0,4 mL) em cada tubo de ensaio, os quais são 
deixados em banho-seco (∼ 180 °C) por 1 h. Após essa etapa de mineralização 
do fosfato, os tubos são retirados do banho-seco e deixados em repouso para 
esfriarem. Então, aos tubos adiciona-se 1 mL de água destilada e 0,4 mL de 
molibdato de amônio (1,25%, m/m), agitando, em seguida, cada tubo em um 
vortex. Com as amostras homogeneizadas, 0,4 mL de ácido ascórbico (3%, m/m) 
é adicionado e os tubos de ensaio são novamente agitados. Por fim, esses tubos 
são colocados em banho-maria a ∼ 100 °C por 10 min., sendo que durante esse 
processo é possível visualizar o surgimento de diferentes intensidades da 
coloração azul nos tubos contendo fosfato. 
A análise colorimétrica é feita com a utilização de um espectrofotômetro, 
em que medem-se os valores de absorbância das amostras em ∼ 800 nm. Com 
base na lei de Lambert-Beer, que define que a concentração do cromóforo é 
diretamente proporcional à absorbância medida, e sabendo-se os valores 
calculados para a curva-padrão, é possível, então, estimar a concentração 
lipídica. 
 
3.10 Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) 
As medidas de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) foram realizadas 
em um aparelho VP-ITC, da MicroCal, no qual há duas celas: a cela de referência, 
preenchida com água, e a de medida, preenchida com o composto a ser titulado. 
Ambas as celas possuem volume igual de aproximadamente 1,4 mL. A cela de 
referência foi preenchida com água em todos os experimentos. Já a cela de 
medida recebeu diferentes concentrações peptídicas ou lipídicas, de acordo com 
o experimento realizado. A seringa, com volume de ∼ 300 µL, foi preenchida com 
uma solução concentrada de peptídeo ou lipídio e injeções de volume definido, 
com intervalo fixo de 10 min. entre cada injeção, foram feitas. A temperatura foi 
mantida a 25 °C. Todas as soluções aqui utilizadas foram previamente 
desaeradas em vácuo, evitando-se a formação indesejada de bolhas durante as 
medidas. O tampão utilizado foi o HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaCl, pH 
7,4. 
 
3.11 Espalhamento de Luz Estático a 90° 
A técnica de espalhamento de luz estático a 90° foi  utilizada na análise do 
processo de agregação dos lipídios por ação da Gm e análogo linear [Ser2,6,11,15]-
Gm. Para tanto, utilizou-se um espectrofluorímetro modelo F-2500 da Hitachi, 
cubeta de quartzo de 10 mm (e agitador magnético) e λ = 600 nm como 
comprimentos de onda de excitação e emissão. Alguns dos parâmetros utilizados 
M A T E R I A I S  E  M É T O D O S  | 70 



foram: fendas de excitação e emissão de 2,5 nm, PMT de 400 V, tempo de 
resposta de 0,4 s, temperatura mantida em 25 °C. Pa ra as medidas de turbidez da 
interação peptídeo/lipídio, realizadas em paralelo com os experimentos de ITC, os 
demais parâmetros como concentração lipídica e peptídica, na cela e na seringa, 
quantidade total de injeções e volume dessas injeções, foram ajustados com o 
intuito de se reproduzir as mesmas condições que as alcançadas com o ITC. O 
tampão utilizado foi o HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaCl, pH 7,4. 
 
3.12 Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) 
As medidas de espalhamento de luz dinâmico (DLS – Dynamic Light 
Scattering), técnica utilizada para medir o tamanho de partículas na faixa de 
nanômetros ou mesmo micrômetros, foram realizadas no Zetasizer Nano ZS da 
Malvern (Worcestershire, UK), em paralelo às medidas de potencial zeta, 
descritas mais à frente. Brevemente, o DLS mede o movimento Browniano 
(movimento randômico de partículas em um fluido) e relaciona essa medida ao 
tamanho das partículas em solução: quanto maior a partícula, menor seu 
coeficiente de difusão. O experimento consistiu de 19 injeções de Gm ou 
[Ser2,6,11,15]-Gm (a 300 µmol.L-1) em uma cubeta contendo 0,1 mmol.L-1 de LUVs 
diluídas em tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaF, pH 7,4 (vide 
potencial zeta em Materiais e Métodos). As injeções foram: 0,8 µL (1x), 1,5 µL 
(5x) e 4 µL (13x), em sequência. 
 
3.13 Cinética de Vazamento de Carboxifluoresceína (CF) 
Após preparo dos filmes lipídicos, conforme já descrito anteriormente, estes 
são ressuspendidos com uma solução de 50 mmol.L-1 de carboxifluoresceína (CF) 
e 86 mmol.L-1 de glicose em tampão HEPES 30 mmol.L-1 (ou 50 mmol.L-1 de 
carboxifluoresceína em tampão fosfato 10 mmol.L-1). Seguiu-se, então, a extrusão 
dos lipídios para obtenção de LUVs unilamelares e de tamanhos uniformes. Após 
essa etapa, toda CF livre em solução, ou seja, não encapsulada pelas LUVs, foi 
removida por eluição da solução extrusada em coluna cromatográfica de exclusão 
Sephadex-G25 Medium (1,2 cm X 20 cm) com tampão HEPES 30 mmol.L-1 
contendo 100 mmol.L-1 de NaCl (ou tampão fosfato 10 mmol.L-1 com 300 mmol.L-1 
de NaCl). A amostra coletada, após passagem por toda coluna, foi submetida à 
dosagem de fosfato, uma vez que a solução inicialmente extrusada é, em geral, 
bastante diluída durante o processo de filtração. 
A avaliação da mudança de intensidade de fluorescência durante a cinética 
de vazamento de CF foi realizada em um espectrofluorímetro modelo F-2500 da 
Hitachi. O tempo de cinética escolhido variou de 20 a 60 min., tempo esse 
necessário para equilíbrio da reação de acordo com as concentrações lipídica e 
peptídica escolhidas. Todos os ensaios foram feitos em cubeta de quartzo de 10 
mm, sendo os demais parâmetros: λexcitação de 490 nm e λemissão de 520 nm, 
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fendas de excitação e emissão de 2,5 nm, PMT de 400 V, tempo de resposta de 
0,4 s, temperatura mantida em 25 °C. 
Primeiramente, foi monitorada a intensidade de fluorescência do lipídio ou 
peptídeo em tampão por ∼ 2 min. Após a injeção do peptídeo ou lipídio, a 
mudança na intensidade de fluorescência foi monitorada por mais ∼ 20 min. Ao 
final do experimento, 10 µL de uma solução a 1% (m/m) de Triton X-100 foram 
adicionados à cubeta, com a finalidade de solubilizar as vesículas ainda íntegras 
e promover o completo vazamento de CF. Após o fim da cinética, foi calculada a 
porcentagem de vazamento de CF, de acordo com a fórmula abaixo: 
CDE7>:+!$):-)+&'$)7FG-)+&"G                     (Equação 21) 
Sendo que It é a intensidade de fluorescência no tempo escolhido, Io é a 
intensidade de fluorescência no tempo inicial (primeiros 100 segundos 
aproximadamente) e Imáx é a intensidade de fluorescência máxima obtida no 
tempo final, ou seja, após a adição de detergente Triton X-100. 
 
3.14 Potencial Zeta 
O potencial zeta das amostras foi medido no Zetasizer Nano ZS da Malvern 
(Worcestershire, UK), com base na técnica de velocimetria a laser por efeito 
Doppler. Nessa técnica, um potencial elétrico é gerado por dois eletrodos e 
aplicado através de uma solução coloidal, cujas partículas tiveram, então, sua 
mobilidade eletroforética medida. Em seguida, aplicou-se a equação de Henry: 
 

 !
                                 (Equação 22) 
Na qual, UE é a mobilidade eletroforética da amostra, ε é a constante dielétrica do 
meio, z é o potencial zeta da amostra, f(ka) é a função de Henry (sendo 1/k a 
espessura da dupla camada eletrônica e a o raio da partícula) e η é a viscosidade 
do meio. O potencial zeta das amostras é então estimado e, assim, torna-se 
possível detectar mudanças neste para os peptídeos em interação com diferentes 
composições de lipossomas. 
Foram adicionados, em injeções sequenciais, 0,8 µL (1x), 1,5 µL (5x) e 4 
µL (13x) de Gm, ou [Ser2,6,11,15]-Gm, 300 µmol.L-1 a uma cubeta contendo uma 
dispersão de LUVs 0,1 mmol.L-1. O tampão utilizado nos demais experimentos foi 
substituído neste pelo HEPES 30 mmol.L-1 em 100 mmol.L-1 de NaF, uma vez que 
o íon cloreto presente no sal de NaCl acelera o processo de oxidação do eletrodo 
imerso na cela de medida e impossibilita a aquisição de valores de potencial zeta 
confiáveis. 
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3.15 Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) 
Os espectros de CD foram obtidos em um espectropolarímetro Jasco, 
modelo J-810 (Jasco Inc., Japão), na faixa de leitura entre 190-250 nm, utilizando-
se uma cela cilíndrica de quartzo com caminho ótico de 0,5 mm. Todos os 
peptídeos analisados foram avaliados na concentração de 80-100 µmol.L-1. Cada 
medida foi coletada com o tempo de resposta de quatro segundos, velocidade de 
aquisição de 50 nm/min., passo 0,2 nm e em quatro aquisições acumulativas. Os 
espectros obtidos, em miligraus, foram expressos em termos de elipticidade molar 
média por resíduo [θ] (grau.cm2.dmol-1). O tampão utilizado foi o fosfato 10 
mmol.L-1, pH 7,4. 
 
3.16 Espectroscopia de Fluorescência 
Os espectros de fluorescência foram coletados em um espectrofluorímetro 
modelo F-2500 da Hitachi, equipado com lâmpada de xenônio de 150 W. Os 
peptídeos contendo Trp na sequência foram analisados no comprimento de 
excitação de 295 nm, com a emissão na faixa de 300-450 nm. Já os peptídeos 
com apenas Tyr foram excitados em 275 nm, e seu espectro de emissão foi 
coletado de 280-450 nm. Para as leituras, foi usada uma cubeta retangular de 
quartzo com caminho ótico de 10 mm, e todos os peptídeos foram analisados na 
concentração de 20-25 µmol.L-1. Os demais parâmetros utilizados foram: fenda de 
excitação de 2,5-5 nm, fenda de emissão de 2,5-5 nm, velocidade de varredura de 
300 nm/min., temperatura mantida em 25 °C e increme nto de 0,5 nm. O tampão 
utilizado foi HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaCl, pH 7,4 ou fosfato 10 
mmol.L-1, pH 7,4. 
 
3.17 Espectroscopia de Absorbância 
Para a aquisição dos espectros de absorbância das amostras peptídicas, 
com ou sem a adição de SDS, foram feitas varreduras da absorbância dessas 
soluções na faixa do UV-Vis de 200 a 450 nm, com intervalo de 1 nm, utilizando-
se o espectrofotômetro Ultrospec 8000 (GE Healthcare, UK). Esse intervalo foi 
definido por conter aproximadamente as mesmas faixas varridas pela 
espectroscopia de fluorescência, uma vez que ambos os experimentos foram 
realizados em paralelo para facilitar a comparação dos resultados obtidos. Para 
todos os espectros, destaca-se a faixa de absorção dos resíduos aromáticos de 
tirosina e de triptofano (270-280 nm), ambos presentes nos análogos da Gm 
estudados. O tampão utilizado foi HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaCl, pH 
7,4. 
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4 Resultados e Discussão 
 
A fim de facilitar a compreensão dos estudos realizados e dos resultados 
alcançados, o conteúdo de Resultados e Discussão será dividido em quatro 
seções distintas. A primeira aborda a produção dos peptídeos, cujas etapas foram 
descritas de forma a demonstrar a boa qualidade dos compostos obtidos. Na 
segunda seção, a Gm e seus análogos foram avaliados quanto à atividade lítica 
(antimicrobiana, hemolítica e de permeabilização de bicamadas lipídicas) e 
quanto à conformação por esses exibidas. A partir desses estudos, foi possível 
obter um perfil dos diferentes análogos da Gm, escolhendo-se, dentre eles, 
aqueles que apresentaram características interessantes, como a adição de uma 
molécula de Trp (em substituição a outro resíduo de aminoácido), explorada na 
seção seguinte. A terceira seção, então, traz uma análise mais aprofundada da 
interação de três análogos cíclicos da Gm, contendo o aminoácido Trp em sua 
sequência primária, com SDS acima e abaixo da CMC, o que foi feito através de 
estudos espectroscópicos. Por fim, a quarta seção descreve a associação da Gm 
a bicamadas lipídicas (LUVs), com base nos resultados fornecidos por diferentes 
metodologias. Nesses estudos, o análogo linear [Ser2,6,11,15]-Gm também foi 
utilizado, uma vez que este, por não possuir ambas as ligações de dissulfeto, 
apresentou atividade e estrutura diferentes das exibidas pela Gm, como mostrou 
os resultados da segunda seção. Apesar dessa divisão didática, no entanto, os 
resultados estão claramente interligados e, juntos, oferecem uma visão mais 
ampla da atividade lítica da Gm. 
 
4.1 Síntese Química dos Peptídeos 
Nesta primeira seção de Resultados e Discussão, será apresentado o 
processo de obtenção dos peptídeos, incluindo a fase de síntese, clivagem, 
extração, ciclização, purificação e caracterização da Gm e de seus análogos. 
Para essas etapas, a meta principal foi produzir peptídeos com alto grau de 
pureza e devidamente caracterizados, para que os demais estudos fossem 
realizados sem a interferência de possíveis problemas nos estoques peptídicos. 
 
4.1.1 Síntese Peptídica em Fase Sólida 
As sínteses peptídicas, pelo método em fase sólida manual, foram 
realizadas nas escalas de 0,2 a 1 mmol, utilizando-se resina MBAR com graus de 
substituição 0,4, 0,7 e 0,8 mmol/g de resina. A resina MBAR foi escolhida por 
apresentar partículas de polímero cujas características de tamanho e formato 
permitiram um inchamento rápido e eficiente, sendo, também, totalmente inerte 
aos reagentes e solventes utilizados. Outra vantagem dessa resina é o fato de 
que, na etapa de remoção do grupamento t-Boc do Nα-aminogrupo por TFA, 
praticamente não ocorre a indesejável clivagem do peptídeo da resina. Além 
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disso, durante a clivagem final do peptídeo em TFMSA, a resina não apresenta 
problemas de desligamento dos resíduos de aminoácidos da sequência peptídica, 
como observado na utilização da benzidrilamino-resina (BAR), principalmente 
quando o primeiro resíduo de aminoácido apresenta caráter hidrofóbico 104. 
Durante as etapas de acoplamento, usou-se um excesso de 2,5 vezes (em 
relação ao componente amínico) dos componentes carboxílicos (t-Boc-aa) e dos 
agentes acopladores (TBTU na presença de DIPEA ou DIC/HOBt), com o objetivo 
de deslocar-se o equilíbrio da reação no sentido da formação do produto. Em 
média, gastou-se de 45 a 70 minutos para o acoplamento de cada resíduo de 
aminoácido. Os acoplamentos e as desproteções em cada etapa foram 
monitorados pelo teste de Kaiser 98. Essas condições otimizadas foram escolhidas 
com base na experiência de alguns anos de trabalho em síntese peptídica em 
nosso laboratório, tanto da Gm e seus análogos quanto de outros peptídeos 23-
24;64
. Como pode ser observado na Tabela 2, na qual estão listados os resultados 
obtidos na síntese da Gm e de seus análogos, somente no acoplamento de 
alguns poucos resíduos por síntese houve a necessidade de reacoplamento (que 
estão destacados em vermelho na Tabela 2). 
Em seguida, os peptídeos foram clivados e extraídos, conforme descrito 
em Materiais e Métodos. Por fim, a etapa de ciclização (formação das ligações de 
dissulfeto) dos análogos cíclicos (com uma ou duas ligações de dissulfeto) foi feita 
em câmara fria ( ∼ 10 °C) por 72 horas, para que houvesse o favorecim ento da 
formação das ligações de dissulfeto nas posições corretas; ou seja, 2/15 e 6/11, 
as quais devem ser termodinamicamente mais favoráveis já que são encontradas 
dessa forma na natureza. Esse processo foi cuidadosamente acompanhado por 
CL/EM-IES (Figuras 25 e 26, nas quais está exemplificada a ciclização da Gm). 
 
4.1.2 Purificação 
A purificação dos peptídeos foi realizada por cromatografia líquida de alta 
eficiência (CLAE), utilizando-se colunas de fase reversa (C18). Primeiramente, 
foram analisados os perfis cromatográficos dos peptídeos brutos, em que se 
observou, na maior parte dos casos, a presença de vários picos de contaminantes 
e, consequentemente, optou-se pela purificação desses peptídeos em duas 
etapas cromatográficas distintas, empregando-se como contra-íons o 
trietilamoniofosfato (TEAP) na primeira etapa e o ácido trifluoroacético (TFA) na 
segunda. Já aqueles peptídeos brutos que apresentaram um perfil cromatográfico 
com poucos picos de contaminantes, foram purificados em uma única etapa em 
presença de TFA, conforme descrito a seguir. 
a) Solvente A:   TEAP pH = 2,25; 
b) Solvente B:   60% de ACN em A; 
c) Gradiente:   5 a 35% do solvente B em 90 min.; 
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d) Fluxo:    10 mL/min.; 
e) Comprimento de onda:  220 nm. 
 
Tabela 2. Resultados das sínteses da Gm e de seus análogos. 
 
Os números entre parêntesis representam as porcentagens de rendimento em cada etapa 
descrita. O grau de substituição da resina MBAR escolhido foi de a0,4, b0,7 e c0,8 mmol/g. 
Peptídeo Sequência
Massa 
inicial de 
resina (g)
Massa de 
peptidil-
resina 
obtida (g)
Massa de 
peptidil-
resina 
clivada (g)
Massa de 
peptídeo 
bruto (g)
Gm Z-C-R-R-L-C-Y-K-Q-R-C-V-T-Y-C-R-G-R-NH2 1,70a 4,70 (104) 1 0,45 (115)
[Trp1]-Gm W-C-R-R-L-C-Y-K-Q-R-C-V-T-Y-C-R-G-R-NH2 1,00a 1,95 (72) 1,95 1,53 (141)
[Trp7]-Gm Z-C-R-R-L-C-W-K-Q-R-C-V-T-Y-C-R-G-R-NH2 1,00a 1,79 (69) 1,79 0,85 (80)
[Trp9]-Gm Z-C-R-R-L-C-Y-K-W-R-C-V-T-Y-C-R-G-R-NH2 1,00a 1,70 (63) 1,7 0,84 (78)
[Ser2,6,11,15]-Gm Z-S-R-R-L-S-Y-K-Q-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 0,26c 0,92 (84) 0,5 0,30 (107)
[Ser2,15]-Gm Z-S-R-R-L-C-Y-K-Q-R-C-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 0,32b 0,95 (77) 0,2 0,13 (119)
[Ser6,11]-Gm Z-C-R-R-L-S-Y-K-Q-R-S-V-T-Y-C-R-G-R-NH2 0,32b 0,93 (75) 0,2 0,10 (89)
[Trp1, Ser2,6,11,15]-Gm W-S-R-R-L-S-Y-K-Q-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 0,50a 0,95 (72) 0,95 0,39 (74)
[Ser2,6,11,15, Trp7]-Gm Z-S-R-R-L-S-W-K-Q-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 1,25a 2,50 (78) 2,5 1,10 (85)
[Ser2,6,11,15, Trp9]-Gm Z-S-R-R-L-S-Y-K-W-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 1,25a 2,67 (81) 2,67 1,57 (119)
[Ser2,6,11,15, D-Pro9]-Gm Z-S-R-R-L-S-Y-K-d-R-S-V-T-Y-S-R-G-R-NH2 0,80a 2,00 (96) 1 0,40 (105)
[Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm Z-T-R-R-L-T-Y-K-d-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 0,80a 2,11 (100) 1 0,41 (111)
[Trp1, Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm W-T-R-R-L-T-Y-K-d-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 1,25a 2,70 (81) 2,7 0,92 (69)
[Thr2,6,11,15, Trp7, D-Pro9]-Gm Z-T-R-R-L-T-W-K-d-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 1,00a 1,86 (73) 1,86 1,10 (105)
[Thr2,6,11,15, Trp7]-Gm Z-T-R-R-L-T-W-K-Q-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 1,25a 2,60 (81) 2,6 1,71 (129)
[Thr2,6,11,15, Trp9]-Gm Z-T-R-R-L-T-Y-K-W-R-T-V-T-Y-T-R-G-R-NH2 1,25a 2,69 (81) 2,69 1,07 (80)
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Figura 25. Cromatogramas obtidos no acompanhamento da ciclização da Gm. Alíquotas coletadas 
nos intervalos de tempo de 0, 24 e 72 horas após o início da reação. 
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Figura 26. Espectros de massas obtidos durante o acompanhamento da ciclização da Gm. 
Alíquotas obtidas em 0 e 72 horas e nos tempos de retenção de 11,11 e 12,44 minutos, 
respectivamente, conforme Figura 25. 
 
O contra-íon TEAP pH 2,25 foi empregado nessa primeira etapa de 
purificação por apresentar uma resolução superior à que seria obtida com o TFA, 
permitindo, assim, uma melhor separação dos peptídeos desejados em relação 
aos seus contaminantes. As frações coletadas em tubos de ensaio foram 
analisadas por CL/EM-IES em uma coluna Nova-Pak C18 (Marca Waters; 2,1 x 
150 mm, tamanho do poro de 60 Å e tamanho das partículas de 3,5 µm), nas 
seguintes condições: 
a) Solvente A:    0,1% de TFA em H2O; 
b)  Solvente B:     0,1%    de    TFA    em     60%     de 
ACN/H2O; 
c) Gradiente:    5 a 9% do solvente B em 30 min.; 
d) Fluxo:     0,4 mL/min.; 
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e) Faixa de comprimento de onda: 190 a 300 nm; 
f) Volume de injeção:   50 µL. 
As frações que apresentaram perfis cromatográficos semelhantes foram 
reunidas e recromatografadas. Na segunda etapa (em TFA), foi utilizado o 
gradiente de 10 a 40% de solvente B em 90 min., alterando-se o sistema de 
solventes para: 
a) Solvente A: 0,1% de TFA em H2O; 
b) Solvente B: 0,1% de TFA em 60% de ACN/H2O. 
Essa segunda etapa de purificação foi necessária para que o contra-íon 
trietilamoniofosfato (não volátil), empregado na primeira etapa de purificação, 
fosse trocado para trifluoroacetato. Como exemplo, o perfil cromatográfico da Gm 
pura e o espectro de massas correspondente estão ilustrados na Figura 27. 
Os rendimentos dessas etapas foram baixos (Tabela 3). No entanto, esses 
valores estavam previstos, uma vez que as sequências sintetizadas apresentam 
uma quantidade significativa de resíduos de aminoácidos e a prioridade nessas 
sínteses era obter-se peptídeos com elevado grau de pureza. 
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Figura 27. A) Cromatograma, B) varredura de massas e C) espectro de massas da Gm após as 
etapas de purificação. 
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Tabela 3. Rendimento obtido na etapa de purificação da Gm e de seus análogos. 
 
 
4.1.3 Caracterização 
A caracterização da Gm e de seus análogos por cromatografia líquida 
(CLAE) e por espectrometria de massas (EM) mostrou que todos esses peptídeos 
possuem grau de pureza acima de 97%, e massa molecular de acordo com a 
teórica esperada (Tabela 4). 
Os resultados das análises de aminoácidos (AAA) estão descritos na 
Tabela 5 e confirmaram a presença de todos os resíduos de aminoácidos 
esperados para todos os materiais analisados. A Gm e seus análogos 
apresentaram conteúdos peptídicos na faixa de 70 a 80%. 
Peptídeo Peptídeo bruto (g)
Peptídeo 
purificado (mg) Rendimento (%)
Gm 0,45 108 25
[Trp1]-Gm 1,53 32 3
[Trp7]-Gm 0,85 132 11
[Trp9]-Gm 0,84 45 4
[Ser2,6,11,15]-Gm 0,3 91 29
[Ser2,15]-Gm 0,13 50 41
[Ser6,11]-Gm 0,1 26 21
[Trp1, Ser2,6,11,15]-Gm 0,39 15 3
[Ser2,6,11,15, Trp7]-Gm 1,1 74 5
[Ser2,6,11,15, Trp9]-Gm 1,57 60 4
[Ser2,6,11,15, D-Pro9]-Gm 0,4 147 34
[Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm 0,41 17 4
[Trp1, Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm 0,92 50 3
[Thr2,6,11,15, Trp7, D-Pro9]-Gm 1,1 300 25
[Thr2,6,11,15, Trp7]-Gm 1,71 42 3
[Thr2,6,11,15, Trp9]-Gm 1,07 23 2
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Tabela 4. Caracterização da Gm e de seus análogos. 
 
aColuna Waters Nova-Pak C18 (2,1 x 150 mm, 60 Å, 3,5 µm); sistema de solventes: A = 0,1% 
TFA/H2O e B = 0,1% TFA em 60% ACN/H2O; gradiente: 5 a 95% de B em 30 min.; fluxo: 0,4 
mL/min.; faixa de comprimento de onda: 190-300 nm; volume de injeção: 20 µL e concentração da 
amostra: 1,0 mg/mL. bTR = tempo de retenção. cOs perfis em LC/ESI-MS foram obtidos no 
intervalo de massas de 500-3930 Dalton. 
 
TRb (min.) Pureza (%) Calculada Obtidac
Gm 13 98 2271,72 2271,5
[Trp1]-Gm 11 99 2346,84 2346,4
[Trp7]-Gm 32 98 2294,76 2295,1
[Trp9]-Gm 35 98 2329,81 2329,2
[Ser2,6,11,15]-Gm 7 97 2211,49 2211,2
[Ser2,15]-Gm 10 98 2241,61 2241,5
[Ser6,11]-Gm 9 99 2241,61 2241,2
[Trp1, Ser2,6,11,15]-Gm 8 97 2286,6 2286,7
[Ser2,6,11,15, Trp7]-Gm 10 98 2234,53 2234,5
[Ser2,6,11,15, Trp9]-Gm 12 97 2269,57 2269,9
[Ser2,6,11,15, D-Pro9]-Gm 9 99 2181,47 2180,6
[Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm 10 99 2236,58 2236,7
[Trp1, Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm 11 98 2311,69 2311,8
[Thr2,6,11,15, Trp7, D-Pro9]-Gm 11 97 2259,62 2259,7
[Thr2,6,11,15, Trp7]-Gm 12 99 2290,63 2290,7
[Thr2,6,11,15, Trp9]-Gm 13 98 2325,69 2325,8
Peptídeo
HPLCa MS (M + H+)
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Tabela 5. Resultados das análises de aminoácidos dos peptídeos. 
 
 
4.2 Estudos da Relação Estrutura/Atividade 
Para esta segunda seção, buscou-se traçar uma relação entre as 
modificações feitas aos análogos da Gm e possíveis efeitos na atividade desses 
peptídeos. Para tanto, as análises das atividades biológicas da Gm e de seus 
análogos foram comparadas às análises estruturais destes. Dessa forma, foram 
analisadas as atividades antimicrobiana e hemolítica, os espectros de CD e de 
fluorescência, além das cinéticas de vazamento de CF. Os estudos 
espectroscópicos foram realizados em sistemas micelares; já a cinética de 
vazamento de CF foi realizada com o encapsulamento desse fluoróforo por 
lipossomas. 
 
4.2.1 Análise da Atividade Antimicrobiana 
As avaliações das atividades antimicrobianas da Gm e de seus análogos 
foram realizadas em diferentes culturas, sendo duas bacterianas (Escherichia coli 
e Micrococcus luteus) e uma fúngica (Candida albicans). Nesta análise, foi 
utilizado o ensaio de inibição de crescimento em meio líquido. Os valores das 
Peptídeo Proporção de aminoácidos
Gm Arg 4,92 (5); Cys 1,60 (4); Gln/Glu/pGlu 2,09 (2); Gly 0,95 (1); Leu 1,03 (1); Lys 1,05 (1); Thr 1,03 (1); Tyr 1,97 (2); Val 1,07 (1)
[Trp1]-Gm Trp 0,99 (1); Arg 4,96 (5); Cys 3,98 (4); Gln 0,99 (1); Gly 0,97 (1); Leu 0,96 (1); Lys 1,03 (1); Thr 1,00 (1); Tyr 2,02 (2); Val 0,97 (1)
[Trp7]-Gm Arg 4,40 (5); Cys 4,45 (4); Gln/Glu 2,46 (2); Gly 0,95 (1); Leu 1,94 (1); Lys 0,93 (1); Thr 1,88 (1); Trp 1,00 (1); Tyr 1,94 (1); Val 1,96 (1)
[Trp9]-Gm Arg 4,78 (5); Cys 4,39 (4); Glu 0,98 (1); Gly 0,96 (1); Leu 1,17 (1); Lys 0,98 (1); Thr 1,95 (1); Trp 0,99 (1); Tyr 2,04 (2); Val 0,97 (1)
[Ser2,6,11,15]-Gm Arg 4,80 (5); Gln/Glu/pGlu 2,00 (2); Gly 0,98 (1); Leu 1,05 (1); Lys 1,08 (1); Ser 3,33 (4); Thr 1,03 (1); Tyr 1,93 (2); Val 1,08 (1)
[Ser2,15]-Gm Arg 4,95 (5); Cys 0,66 (2); Gln/Glu/pGlu 2,07 (2); Gly 1,03 (1); Leu 1,03 (1); Lys 1,03 (1); Ser 1,62 (2); Thr 0,97 (1); Tyr 2,05 (2); Val 1,03 (1)
[Ser6,11]-Gm Arg 5,00 (5); Cys 0,72 (2); Gln/Glu/pGlu 2,07 (2); Gly 1,05 (1); Leu 1,05 (1); Lys 1,05 (1); Ser 1,50 (2); Thr 1,00 (1); Tyr 1,98 (2); Val 1,05 (1)
[Trp1, Ser2,6,11,15]-Gm Trp 1,00 (1); Arg 4,87 (5); Gln 1,03 (1); Gly 0,93 (1); Leu 1,09 (1); Lys 1,06 (1); Ser 4,59 (4); Thr 0,94 (1); Tyr 2,33 (2); Val 1,27 (1)
[Ser2,6,11,15, Trp7]-Gm Arg 5,94 (5); Gln/Glu 1,88 (2); Gly 1,00 (1); Leu 1,05 (1); Lys 1,02 (1); Thr 1,05 (1); Trp 0,94 (1); Tyr 1,03 (1); Val 20,95 (1)
[Ser2,6,11,15, Trp9]-Gm Arg 4,98 (5); Glu 1,06 (1); Gly 1,93 (1); Leu 1,04 (1); Lys 1,04 (1); Ser 4,21 (4); Thr 1,02 (1); Trp 1,00 (1); Tyr 2,12 (2); Val 0,97 (1)
[Ser2,6,11,15, D-Pro9]-Gm Arg 4,95 (5); Gln/Glu/pGlu 1,02 (1); Gly 1,00 (1); Leu 0,99 (1); Lys 1,01 (1); Pro 0,93 (1); Ser 3,12 (4); Thr 0,97 (1); Tyr 1,91 (2); Val 1,02 (1)
[Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm Arg 4,86 (5); Gln/Glu 1,03 (1); Gly 1,07 (1); Leu 0,92 (1); Lys 1,05 (1); Thr 4,75 (5); Tyr 2,10 (2); Val 0,92 (1)
[Trp1, Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm Arg 4,60 (5); Gly 1,00 (1); Leu 1,05 (1); Lys 1,09 (1); Thr 4,40 (5); Trp 1,07 (1); Tyr 0,99 (2); Val 1,00 (1)
[Thr2,6,11,15, Trp7, D-Pro9]-Gm Arg 5,06 (5); Gln/Glu 1,06 (1); Gly 0,92 (1); Leu 0,97 (1); Lys 1,08 (1); Thr 4,98 (5); Trp 1,00 (1); Tyr 0,93 (1); Val 1,17 (1)
[Thr2,6,11,15, Trp7]-Gm Arg 5,12 (5); Gln/Glu 2,09 (2); Gly 1,13 (1); Leu 1,13 (1); Lys 0,95 (1); Thr 5,19 (5); Trp 1,03 (1); Tyr 0,95 (1); Val 1,01 (1)
[Thr2,6,11,15, Trp9]-Gm Arg 4,60 (5); Gln/Glu 0,90 (1); Gly 1,00 (1); Leu 1,10 (1); Lys 1,00 (1); Thr 5,10 (5); Trp 1,04 (1); Tyr 0,90 (2); Val 1,00 (1)
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concentrações mínimas inibitórias (CMI), expressos em µmol.L-1, dos análogos 
foram correlacionados com os obtidos para a Gm (para qual se assume 100% de 
inibição do crescimento dos micro-organismos), e estão representados sob a 
forma de histogramas (Figuras 28 a 30). 
No primeiro histograma apresentado (Figura 28), que mostra a atividade 
antimicrobiana da Gm e análogos em uma cultura de bactérias Gram-negativas 
(Escherichia coli), podemos destacar três grandes grupos de peptídeos 
biologicamente ativos. O primeiro é o dos análogos cíclicos ([Trp1]-Gm, [Trp7]-Gm 
e [Trp9]-Gm) e da própria Gm nativa, sendo que todos esses peptídeos 
apresentam duas ligações de dissulfeto como característica comum ao grupo. A 
atividade desses análogos citados é comparável à da Gm, o que reafirma a 
importância de ambas as ligações de dissulfeto na ação lítica desses peptídeos. 
 

Figura 28. Histograma das atividades antimicrobianas da Gm e de seus análogos para 
Escherichia coli. Os números em destaque correspondem aos valores da CMI (µmol.L-1). 
 
O segundo grupo é composto pelos análogos monocíclicos ([Ser2,15]-Gm e 
[Ser6,11]-Gm), ou seja, com apenas uma das ligações de dissulfeto, e por aqueles 
com uma D-prolina na posição nove, a qual promove uma dobra na cadeia 
peptídica similar à dobra beta estabelecida pelas ligações de dissulfeto. Para esse 
segundo grupo, nota-se uma queda na atividade antimicrobiana (de 
aproximadamente quatro vezes) em relação à atividade dos análogos cíclicos. No 
entanto, em comparação ao terceiro grupo, formado pelos análogos lineares, esse 
segundo grupo mostra-se ligeiramente mais ativo (de duas a oito vezes). 
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Figura 29. Histograma das atividades antimicrobianas da Gm e de seus análogos para 
Micrococcus luteus. Os números em destaque correspondem aos valores da CMI (µmol.L-1). 
 
Para o segundo micro-organismo (Micrococcus luteus), uma bactéria 
Gram-positiva, há uma proximidade maior entre as CMIs obtidas (Figura 29). 
Aqui, apenas podemos salientar a maior atividade dos análogos cíclicos em 
relação aos demais, sendo que essa diferença varia de duas a oito vezes. Esses 
valores são consideravelmente menores que para o primeiro micro-organismo 
analisado, no qual a CMI da Gm, em relação aos análogos de menor atividade, 
varia 32 vezes. Contudo, ainda pode-se apontar a importância da presença das 
ligações de dissulfeto na atividade biológica desses peptídeos. 
Contra Candida albicans, uma levedura de grande interesse clínico, 
novamente todos os análogos cíclicos mostraram-se bastante eficientes (Figura 
30). Pode-se destacar ainda a atividade do análogo [Thr2,6,11,15, D-Pro9]-Gm, o 
qual foi duas vezes mais ativo que a própria Gm. Esse peptídeo e os demais 
contendo D-prolina na nona posição apresentaram boa atividade antimicrobiana 
em relação aos análogos lineares. Para esse micro-organismo analisado a 
diferença entre a CMI da Gm e do análogo menos ativo ([Ser2,6,11,15]-Gm) foi de 32 
vezes. 
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Figura 30. Histograma das atividades antimicrobianas da Gm e de seus análogos para Candida 
albicans. Os números em destaque correspondem aos valores da CMI (µmol.L-1). 
 
A Tabela 6 faz um resumo das atividades antimicrobianas de todos os 
peptídeos para os três micro-organismos estudados. Os valores das CMIs variam 
de 0,32 µmol.L-1 até 20,49 µmol.L-1. Essa variação é reflexo das diferenças 
estruturais apresentadas pelos peptídeos, cujas sequências primárias sofreram 
diversas modificação a fim de traçar-se uma correlação entre estrutura e 
atividade. Tal correlação, no entanto, será abordada mais à frente, assim que as 
análises espectroscópicas forem apresentadas. Mas, já podemos ressaltar a 
importância da manutenção de alguma semelhança com a estrutura em beta 
hairpin apresentada pela Gm, seja pela presença de ao menos uma ligação de 
dissulfeto ou pela inserção de uma dobra na cadeia peptídica, o que contribui 
para a conservação de uma boa atividade antimicrobiana. 
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Tabela 6. Atividade antimicrobiana da Gm e de seus análogos. 
 
*A CMI é expressa como um intervalo de concentrações [a]-[b], na qual [a] é a máxima 
concentração na qual os micro-organismos ainda crescem e [b] é a mínima concentração que 
causa 100% de inibição de crescimento dos micro-organismos. 
 
4.2.2 Análise da Atividade Hemolítica 
Neste próximo ensaio, testou-se a atividade hemolítica de cada peptídeo 
em diferentes concentrações, a qual é expressa em porcentagem de hemólise, 
segundo cálculo mostrado em Materiais e Métodos. 
A Gm, como mostra a Figura 31, apresenta aproximadamente 40% de 
hemólise na concentração de 100 µmol.L-1, enquanto que o análogo menos ativo 
([Trp1, Ser2,6,11,15]-Gm) não alcança nem 5% de hemólise na mesma 
concentração. Aqui, como nos ensaios antimicrobianos, é possível destacar três 
grandes grupos de peptídeos: os análogos cíclicos (linhas cheias), os que contêm 
D-prolina na posição nove (linhas tracejadas) e os análogos lineares (linhas 
pontilhadas). Dentro de cada grupo, os peptídeos apresentam semelhantes 
atividades hemolíticas, sendo que os análogos cíclicos e a própria Gm variam de 
30 a 40% de hemólise, os com D-Pro9 de 10 a 20% e os lineares de 0 a 10%. O 
grupo dos lineares apresenta uma exceção que é o análogo monocíclico [Ser2,15]-
Gm, o qual apresenta atividade intermediária entre um análogo cíclico e um linear, 
condizente com sua estrutura secundária, conforme analisaremos com mais 
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detalhes em análises estruturais dos peptídeos. Na próxima figura (Figura 32), 
destacou-se a atividade de três análogos representantes de cada grupo. 
Comparando-se a atividade da Gm com a de seu análogo [Ser2,6,11,15]-Gm, 
percebe-se que o análogo cíclico é oito vezes mais hemolítico que o seu linear; já 
a diferença entre os análogos [Ser2,6,11,15, D-Pro9]-Gm e [Ser2,6,11,15]-Gm é de 
aproximadamente três vezes. Esses valores de hemólise, tanto para os análogos 
cíclicos quanto para os lineares, estão de acordo com os ensaios de atividade 
antimicrobiana desses peptídeos, uma vez que quanto maior ação antimicrobiana 
o peptídeo apresenta, mais hemolítico ele é. Uma possível solução para esse 
impasse seria a utilização de análogos com atividades antimicrobiana e hemolítica 
intermediárias, como é o caso, por exemplo, dos peptídeos que apresentam a D-
prolina na posição nove. Esses análogos possuem boa atividade antimicrobiana e 
hemólise inferior a 20%, metade da apresentada pela Gm. No entanto, esses 
análogos, que não possuem as ligações de dissulfeto, não apresentam boa 
estabilidade no plasma, sendo, portanto, rapidamente degradados por enzimas 
plasmáticas humanas 105. 
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
Figura 31. Atividade hemolítica da Gm e de seus análogos (a abscissa está em escala 
logarítmica). 
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Figura 32. Comparação das atividades hemolíticas da Gm, análogo linear com a D-Prolina na 
posição nove e análogo linear (a abscissa está em escala logarítmica). 
 
4.2.3 Cinética de Vazamento de Carboxifluoresceína (CF) 
As cinéticas de vazamento de CF foram feitas, nesta segunda seção de 
Resultados e Discussão, em tampão fosfato 10 mmol.L-1. Diferentemente das 
técnicas espectroscópicas, que serão apresentadas a seguir, esses experimentos 
foram realizados em presença de vesículas unilamelares grandes (LUVs), com a 
finalidade de avaliar a capacidade de permeabilização dessas membranas pelos 
diferentes peptídeos. Os estudos de cinética de vazamento de CF forneceram 
importantes informações sobre como a Gm e seus análogos interagem com 
lipossomas de diferentes composições lipídicas e, complementando os resultados 
biológicos apresentados acima, como as diferentes modificações feitas aos 
análogos da Gm interferiram em suas atividades líticas. 
Na Figura 33, tem-se um resumo desses experimentos feitos com 10 
µmol.L-1 de peptídeo e diferentes composições de LUVs (POPC contendo 0, 15, 
25 e 50 mol% POPG), cujas concentrações variam de 100 a 150 µmol.L-1, uma 
vez que a correta concentração foi estimada posteriormente, utilizando-se o 
protocolo de dosagem de fosfato (vide Materiais e Métodos). Primeiramente, 
apenas é detectada uma baixa intensidade de fluorescência, uma vez que a 
fluorescência da CF contida no interior das LUVs encontra-se auto-suprimida na 
concentração de 50 mmol.L-1. Após adição de peptídeo, essa intensidade 
aumenta em função do tempo, exibindo comportamentos diferentes para os 
distintos análogos da Gm. Após aproximadamente 20 min. de cinética, adiciona-
se Triton X-100, detergente que solubiliza as LUVs que permaneceram intactas e, 
assim, fornece o máximo de intensidade de fluorescência. 
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O que se pode facilmente identificar desses quatro gráficos na Figura 33 é 
que o vazamento de CF aumenta com o aumento do conteúdo de POPG na 
membrana. Também, pode-se perceber que os análogos cíclicos, [Trp1]-Gm, 
[Trp7]-Gm e [Trp9]-Gm, destacam-se dos demais por serem capazes de permear, 
ainda que em pequena intensidade, mesmo as vesículas com baixa porcentagem 
molar de POPG (15 e 25 mol%). Para vesículas de POPC puro, não há atividade 
detectada para os peptídeos analisados, o que constata a importância da atração 
eletrostática para a ação lítica da Gm e de seus análogos, peptídeos fortemente 
catiônicos, conforme será discutido em detalhes na última seção de Resultados e 
Discussão. 
 

Figura 33. Intensidade de vazamento de CF obtida para Gm e análogos em presença de 
bicamadas de diferentes composições lipídicas (POPC contendo 0, 15, 25 e 50 mol% de POPG, 
nas respectivas concentrações: 100, 100, 120 e 150 µmol.L-1). Os primeiros 100 s são referentes 
ao vazamento de CF na ausência de peptídeo. Após esses 100 s, o peptídeo é adicionado (10 
µmol L-1) e, após 1.300 s de cinética, adiciona-se também Triton X-100 para solubilizar as demais 
LUVs. Experimentos realizados em tampão fosfato 10 mmol.L-1, 300 mmol.L-1 NaCl. 
 
Na Tabela 7 estão as porcentagens de vazamento de CF, calculadas com 
21 min. de cinética, para as diferentes LUVs e análogos utilizados neste estudo. 
Dessa forma, fica mais fácil comparar o desempenho lítico dos diferentes 
análogos da Gm. Para baixas razões molares de POPG, somente os análogos 
cíclicos possuem atividade, sendo que para os demais peptídeos as porcentagens 
de vazamento de CF estão muito próximas da detectada para as dispersões 
lipídicas em ausência de peptídeo. O análogo [Trp1, Ser2,6,11,15]-Gm se destaca na 
interação com LUVs com 50 mol% de POPG em POPC; no entanto, não há uma 
explicação clara para esse fato até o momento. Há indícios de que a presença do 
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aminoácido hidrofóbico triptofano (Trp) tenha causado um aumento na atividade 
de permeabilização das membranas em relação aos demais análogos lineares 
sem a presença desse aminoácido, o que concorda com estudos anteriores que 
comprovam a importância dos resíduos hidrofóbicos na atividade antimicrobiana 
da Gm 65. Além disso, a substituição do aminoácido piroglutâmico pelo triptofano 
torna o peptídeo ainda mais catiônico (+7), o que também contribui para uma 
maior interação desse análogo com as membranas contendo 50 mol% de POPG. 
Por sua vez, os análogos monocíclicos [Ser2,15]-Gm e [Ser6,11]-Gm apresentaram 
atividade lítica intermediária entre os análogos cíclicos e os lineares sem a 
presença de Trp, o que confirma a importância da manutenção das ligações de 
dissulfeto para a atividade antimicrobiana da Gm 23. 
A Figura 34 representa os dados da Tabela 7 em um gráfico de barras, 
que ajuda a visualizar o comportamento geral da Gm e análogos em interação 
com diferentes composições de LUVs. Neste, destacam-se os análogos cíclicos, 
que apresentaram uma porcentagem de vazamento de CF maior que a da própria 
Gm, a qual só teve o mesmo desempenho que esses análogos em membranas 
50 mol% de POPG em POPC. E para todos os demais análogos lineares, com 
LUVs contendo 0, 15 e 25 mol% POPG, não se alcançou 10% de porcentagem de 
vazamento de CF. Essas diferenças encontradas entre análogos com duas, uma 
e nenhuma ligação de dissulfeto só reforçam os resultados de atividade biológica 
descritos anteriormente, e também demonstram que os sistemas de modelo de 
membrana são métodos eficientes de estudo da atividade lítica de peptídeos 
antimicrobianos. 
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Tabela 7. Porcentagem de vazamento de CF obtida para Gm e análogos, interagindo com 
bicamadas de diferentes composições lipídicas (0, 15, 25 e 50 mol% POPG), após 21 min. 
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Figura 34. Resumo das porcentagens de vazamento de CF obtidas para POPC puro, 15, 25 e 50 
mol% de POPG em interação com Gm e análogos. As quatro primeiras barras no gráfico indicam a 
porcentagem de vazamento de CF medida na ausência de peptídeo. Esse gráfico tem como base 
a Tabela 7 acima. 
 
4.2.4 Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) 
Os espectros de dicroísmo circular de todos os peptídeos foram obtidos na 
presença de SDS, abaixo (1 mmol.L-1) e acima (15 mmol.L-1) da concentração 
micelar crítica (CMC), e em água (Figuras 35-37). O SDS foi escolhido por ser 
aniônico (em pH neutro), além de ser bastante utilizado como modelo de 
membrana, e, conforme demonstrado acima, a presença de cargas negativas na 
membrana melhora a atividade da Gm e análogos. Portanto, com base no caráter 
anfifílico desse detergente, buscou-se observar possíveis mudanças estruturais 
desses peptídeos em interação com monômeros e micelas de SDS. 
Já é conhecido que a Gm, em meio aquoso, adota uma conformação em 
forma de grampo de cabelo (beta hairpin). Em seu espectro de CD, em água, 
observa-se a presença de uma banda negativa em torno de 205 nm e de outra 
positiva em aproximadamente 190 nm, perfil espectral típico da conformação em 
dobra beta (dobra do tipo I) 88. Deve levar-se em conta, ainda, a presença de uma 
terceira banda, positiva em aproximadamente 230 nm, que pode ser atribuída 
tanto à presença das ligações de dissulfeto (posições Cys2,15 e Cys6,11) quanto 
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das cadeias laterais dos aminoácidos aromáticos. Sendo assim, essa banda 
positiva é mais nítida nos análogos cíclicos, além da própria Gm, do que nos 
análogos lineares, sem as ligações de dissulfeto. 
Para facilitar a apresentação dos resultados, os peptídeos foram divididos 
em três grupos, de acordo com padrão apresentado por seus espectros de CD. 
São esses: Gm e análogos cíclicos (Figura 35), análogos contendo uma D-prolina 
na posição nove (Figura 36) e análogos lineares (Figura 37), semelhante ao 
padrão apresentado nos testes biológicos. 
Observando a Figura 35, pode-se propor que a interação dos análogos 
cíclicos com 15 mmol.L-1 de SDS, na forma micelar, não sugere mudanças em 
sua estrutura secundária, já que não exibem deslocamentos significativos na 
posição e nas intensidades das bandas espectrais. Por outro lado, quando na 
forma monomérica, em 1 mmol.L-1 de SDS, há uma evidente alteração no 
espectro, principalmente em relação a banda negativa, que se desloca cerca de 6 
nm. A banda positiva de 190 nm também apresenta um deslocamento 
significativo, ainda que menor que o da banda negativa. Muito embora a estrutura 
desses peptídeos esteja estabilizada pela presença de duas ligações de 
dissulfeto, e, consequentemente, mudanças conformacionais drásticas não sejam 
esperadas, há de se considerar que existe certa flexibilidade das porções N- e C-
terminais, que podem ter se reorganizado de forma a contribuir com as mudanças 
espectrais observadas. 
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Figura 35. Espectros de CD da Gm e análogos cíclicos (80 µmol.L-1). SDS 1 mmol.L-1 (linha 
verde), SDS 15 mmol.L-1 (linha vermelha) e água (linha azul). 
 
Os análogos mostrados na figura abaixo, (Figura 36), contendo um resíduo 
do aminoácido D-prolina na posição nove da sequência peptídica, apresentam 
diferenças em seus espectros de CD em relação ao primeiro grupo analisado. 
Quando em água, possuem uma banda positiva em torno de 230 nm, sendo que 
essa possui intensidade muito menor do que a observada para os análogos 
cíclicos, já que no caso dos peptídeos lineares uma ou as duas ligações de 
dissulfeto foram removidas. No entanto, essas são mais evidentes no caso dos 
peptídeos que possuem triptofano em sua cadeia, uma vez que esse é um 
aminoácido aromático e também contribui para o aparecimento dessa banda 
positiva. Além dessa, há ainda outras duas bandas negativas (em 200 e 220 nm), 
o que indica uma conformação mais próxima à esperada para hélices alfa 
apresentada por esses peptídeos contendo D-Pro9. Esse comportamento fica 
mais acentuado na interação desses peptídeos com o SDS micelar (15 mmol.L-1), 
pois, apesar da menor intensidade apresentada por esses espectros, as bandas 
negativas sofrem um deslocamento para 205 e 225 nm, que estão mais próximas 
ao espectro teórico para hélice do tipo alfa 88. 
Em interação com o SDS monomérico, o comportamento dos peptídeos é 
diferente, apresentando uma banda negativa em 220 nm e outra positiva em 195 
nm, uma conformação mais semelhante à dobra beta do tipo II 88. Com esses 
resultados, fica claro que a interação desses dois grupos, até aqui discutidos, com 
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a forma monomérica (1 mmol.L-1) do SDS ocorre de modo diferente da interação 
com a forma micelar (15 mmol.L-1). Tal diferença pode estar relacionada à 
estrutura da cabeça polar negativa do detergente, a qual pode ter favorecido as 
interações eletrostáticas com os peptídeos aqui estudados preferencialmente na 
forma monomérica. 

Figura 36. Espectros de CD dos análogos da Gm (80 µmol.L-1) contendo D-Pro na posição nove. 
SDS 1 mmol.L-1 (linha verde), SDS 15 mmol.L-1 (linha vermelha) e água (linha azul). 
 
Já os análogos lineares, (Figura 37), quando em água, apresentaram uma 
banda negativa em aproximadamente 200 nm e uma positiva em torno de 225 
nm, sendo essa banda positiva mais evidente no caso dos peptídeos que contêm 
em sua estrutura primária um triptofano, como discutido anteriormente. Esse perfil 
observado sugere tratar-se de uma estrutura randômica, conforme esperado para 
peptídeos lineares em solução 88. A perda da conformação em dobra do tipo beta, 
como apresentada pela molécula nativa de Gm e também pelos seus análogos 
cíclicos, foi provavelmente causada pela remoção das ligações de dissulfeto, 
ausentes nos análogos lineares. Porém, na presença de SDS, tanto acima (forma 
micelar) quanto abaixo (forma monomérica) da CMC, esses análogos 
apresentaram espectros com bandas que sugerem estruturas regulares. Os 
análogos [Ser2,6,11,15]-Gm, [Trp1, Ser2,6,11,15]-Gm, [Ser2,6,11,15, Trp7]-Gm e 
[Thr2,6,11,15, Trp7]-Gm apresentaram uma banda positiva em torno de 195 nm e 
uma banda negativa em torno de 215 nm, características de dobra beta. Por outro 
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lado, os análogos contendo triptofano na posição nove ([Thr2,6,11,15, Trp9]-Gm e 
[Ser2,6,11,15, Trp9]-Gm), revelaram uma conformação mais próxima à do tipo hélice 
alfa. Já os análogos [Ser2,15]-Gm e [Ser6,11]-Gm, demonstraram uma maior 
diferença entre as interações com SDS acima e abaixo da CMC, de 
aproximadamente 10 nm (banda negativa em ∼ 215 nm para 1 mmol.L-1 de SDS e 
em ∼ 205 para 15 mmol.L-1 de SDS). De forma geral, a interação dos análogos 
lineares com o surfactante SDS, nas duas formas utilizadas, promoveu a 
estruturação desses em direção a conformações do tipo dobra beta ou hélice alfa, 
uma vez que a ausência das ligações de dissulfeto aumenta a liberdade 
conformacional dessas moléculas ao se ligarem a essas superfícies aniônicas. 
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Figura 37. Espectros de CD dos análogos lineares da Gm (80 µmol.L-1). SDS 1 mmol.L-1 (linha 
verde), SDS 15 mmol.L-1 (linha vermelha) e água (linha azul). 
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4.2.5 Espectroscopia de Fluorescência 
As interações dos peptídeos com SDS acima e abaixo da CMC e com água 
foram também observadas através da avaliação das variações nos comprimentos 
de onda e das intensidades de fluorescência dos resíduos de tirosina (Tyr) 
(Figura 38) e de triptofano (Trp) (Figura 39). Novamente, os peptídeos foram 
divididos em grupos. Aqui, no entanto, esses grupos foram formados de acordo 
com o fluoróforo analisado; ou seja, um grupo com peptídeos contendo somente 
tirosina e outro com peptídeos contendo triptofano (e também tirosina) em suas 
sequências primárias. Estes serão analisados separadamente, a fim de facilitar a 
compreensão dos resultados obtidos. 
A Figura 38 mostra os espectros de fluorescência da Gm e dos demais 
análogos contendo apenas tirosina como fluoróforo intrínseco em água e na 
presença de 1 e 15 mmol.L-1 de SDS. Nos espectros, é possível notar que não há 
alterações das posições dos máximos de emissão em nenhum dos meios 
estudados. Quanto às intensidades dos picos, observa-se que para os análogos 
contendo D-Pro9 em interação com 1 mmol.L-1 de SDS houve um aumento 
considerável na intensidade de emissão de fluorescência, em relação ao SDS 
micelar, mostrando que o ambiente em que o fluoróforo encontra-se é diferente 
em cada uma das condições testadas. Esse resultado, em conjunto com as 
alterações na estrutura secundária, avaliadas por CD, provocadas pelo SDS na 
forma monomérica e não na forma micelar, apontam para diferenças na interação 
dos peptídeos com o SDS nas duas concentrações utilizadas. 
Já os análogos contendo triptofano como fluoróforo intrínseco (Figura 39), 
apresentaram pequenos deslocamentos para o azul (do inglês blueshift), de 
aproximadamente 5 a 10 nm. O análogo [Trp1]-Gm, no entanto, apresentou um 
blueshift maior que os demais peptídeos, de aproximadamente 17 nm. Conforme 
mencionado anteriormente, esse análogo contém uma carga positiva a mais (+7) 
e, além disso, o triptofano está alojado em uma posição da cadeia peptídica de 
maior liberdade conformacional, características essas que serão discutidas mais 
detalhadamente na próxima seção de Resultados e Discussão. 
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Figura 38. Espectros de fluorescência da Gm e análogos (20 µmol.L-1) contendo apenas o 
fluoróforo Tyr em suas sequências primárias. SDS 1 mmol.L-1 (linha verde), SDS 15 mmol.L-1 
(linha vermelha) e água (linha azul). 
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Figura 39. Espectros de fluorescência dos análogos da Gm (20 µmol.L-1) contendo Trp em 
diferentes posições da sequência primária. SDS 1 mmol.L-1 (linha verde), SDS 15 mmol.L-1 (linha 
vermelha) e água (linha azul). 
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4.3 Estudos Espectroscópicos em SDS 
Nesta terceira seção, serão discutidos somente os aspectos 
espectroscópicos da interação de três análogos cíclicos da Gm com diferentes 
concentrações de SDS monomérico e micelar, e não apenas duas (1 e 15 mmol.L-
1), como descrito na seção anterior. Para tanto, foram escolhidos análogos com a 
substituição dos resíduos pGlu1, Tyr7 e Gln9 por outros de Trp, uma vez que não 
foi detectado blueshift para a Tyr nos experimentos descritos na segunda seção 
de Resultados e Discussão. Portanto, esses peptídeos apresentam a vantagem 
de possuírem um fluoróforo de melhor rendimento quântico e maior intensidade 
de fluorescência que a tirosina (Tyr), presente na sequência nativa da Gm. A 
inserção de um resíduo de Trp, por possuir cadeia lateral mais hidrofóbica que os 
demais resíduos substituídos, pode ter contribuído para algumas diferenças 
observadas na interação desses análogos com o SDS, sendo que a principal 
delas se deu pelo ganho de uma carga positiva pelo análogo [Trp1]-Gm, que 
passou a ter carga líquida +7, como já citado. 
Inicialmente, foram observadas mudanças na interação desses análogos 
somente por análises mais detalhadas de fluorescência, com injeções sequencias 
de SDS em cela contendo solução peptídica. Ao perceber-se que essas amostras 
tornavam-se turvas com a adição de SDS, decidiu-se, então, também monitorar 
mudanças na turbidez da amostra por análises de absorbância, que foram 
realizadas concomitantemente aos ensaios de fluorescência. Além dessas 
técnicas, também foram comparados os resultados obtidos por dicroísmo circular, 
anteriormente descritos. 
 
4.3.1 Espectroscopia de Absorbância 
A Figura 40 exibe os espectros de absorbância dos análogos [Trp1]-Gm 
(Figura 40A), [Trp7]-Gm (Figura 40B) e [Trp9]-Gm (Figura 40C). Nos espectros 
em água (0 mmol.L-1 de SDS), pode-se observar uma banda em 280 nm, que se 
destaca pela presença do resíduo de Trp nesses análogos, com uma menor 
contribuição da Tyr no mesmo comprimento de onda. Quando SDS foi adicionado, 
essa banda de absorção sofreu a interferência do aumento da turbidez da 
amostra, o que caracteriza a formação de agregados na solução analisada. Para 
esses experimentos de absorbância, realizados em paralelo com os de 
fluorescência que serão apresentados a seguir, o SDS foi adicionado de forma 
sequencial, até obter-se a concentração final de 15 mmol.L-1. A agregação 
observada variou com a concentração desse detergente, sendo perceptível, já 
nas primeiras injeções de SDS, para todos os peptídeos. 
A fim de monitorar essas variações nos espectros de absorbância de forma 
mais eficiente, a Figura 40D traz os valores de absorbância medidos em 375 nm 
ao longo das injeções de SDS. Dentre os análogos analisados, [Trp7]-Gm foi o 
que induziu maior agregação, com pico por volta de 3 mmol.L-1 de SDS e, então, 
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a turbidez da amostra diminui até valores ligeiramente maiores que o inicial, em 
ausência de SDS. 
De forma similar, o análogo [Trp1]-Gm também induz agregação, que 
decresce por volta de 5 mmol.L-1 de SDS; no entanto, a turbidez desse análogo é 
expressivamente menor que a do [Trp7]-Gm. Já o peptídeo [Trp9]-Gm, por sua 
vez, exibe um comportamento diferente dos demais. Apesar de também promover 
rápida formação de agregados, esses aparentemente não se desfazem, 
permanecendo a amostra com praticamente a mesma turbidez desde a primeira 
injeção de SDS até a última. 
 

Figura 40. Espectros de absorbância dos análogos A) [Trp1]-Gm, B) [Trp7]-Gm e C) [Trp9]-Gm; D) 
absorbância medida no comprimento de onda de 375 nm para todos os peptídeos em diferentes 
concentrações de SDS. A concentração peptídica utilizada foi de 20 µmol.L-1. 
 
Conforme será descrito na quarta seção de Resultados e Discussão, a Gm 
induz extensiva formação de agregados lipídicos, em LUVs com 50 mol% de 
POPG em POPC, mesmo em baixas razões peptídeo/lipídio 29. Otzen e 
colaboradores 106 também descreveram a formação de agregados de proteína-
SDS em baixas concentrações desse detergente. No tópico seguinte, os estudos 
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de fluorescência serão apresentados e discutidos juntamente com os dados de 
absorbância. 
 
4.3.2 Espectroscopia de Fluorescência 
A Figura 41 exibe os espectros de fluorescência dos análogos [Trp1]-Gm 
(Figura 41A), [Trp7]-Gm (Figura 41B) e [Trp9]-Gm (Figura 41C). Para todas as 
figuras exibem-se valores normalizados da intensidade de fluorescência, já que 
esta é influenciada pelo aumento na turbidez da amostra, não podendo, assim, 
ser facilmente correlacionada a mudanças na interação do Trp com o ambiente. 
No entanto, a agregação ainda pode ser percebida por volta de 305 nm nos 
espectros a seguir, levando a um aumento na intensidade de fluorescência nessa 
região inicial do espectro. 
Os espectros em água de todos os peptídeos apresentam um pico de 
fluorescência em 347 nm, valor esperado para o Trp em solução aquosa. No 
entanto, além desse pico principal, um pico menos intenso pode ser observado 
por volta de 330 nm, mais evidente para o análogo [Trp1]-Gm. Burstein e 
colaboradores 107, em estudos envolvendo a fluorescência de resíduos de Trp 
presentes em proteínas, demonstraram que esse aminoácido pode apresentar 
três classes espectrais diferentes, variando de uma posição escondida, ou 
parcialmente escondida, até completamente exposta às moléculas de água. 
Devido, provavelmente, à restrição conformacional trazida pela estrutura em beta 
hairpin desses análogos, os rotâmeros de Trp adquirem pesos relativos diferentes 
nos ambiente estudados, indo de mais exposto às moléculas de água (347 nm) a 
mais imobilizado (330 nm). 
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Figura 41. Espectros de fluorescência dos análogos A) [Trp1]-Gm, B) [Trp7]-Gm e C) [Trp9]-Gm; D) 
blueshift global de todos os peptídeos em diferentes concentrações de SDS. A concentração 
peptídica utilizada foi de 20 µmol.L-1. 
 
Os efeitos do SDS no espectro de emissão do Trp se dão de duas formas 
distintas: a banda de máxima fluorescência sofre um blueshift de 347 nm para 340 
nm; e, além disso, o pico em 330 nm, bastante discreto em água, torna-se mais 
acentuado. Esse segundo efeito é muito evidente nos espectros do [Trp1]-Gm, 
enquanto que para os demais análogos isto ocorre de forma menos pronunciada, 
sendo o blueshift da banda de 347 nm a característica principal dos espectros de 
[Trp7]-Gm e [Trp9]-Gm. Considerar essas diferentes contribuições dos rotâmeros 
de Trp dificultaria a análise da interação desses análogos com as diferentes 
concentrações de SDS. Portanto, o blueshift causado pela adição de SDS foi 
considerado com base na banda de maior peso relativo em cada espectro, 
apresentado na Figura 41D como blueshift global. 
De forma geral, todos os análogos tiveram um blueshift maior em baixas 
concentrações de SDS, diferença essa bastante evidente para o análogo [Trp7]-
Gm. Esse mesmo análogo exibiu uma forte agregação, detectada pelos espectros 
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de absorbância, também em baixas concentrações de SDS, o que demonstra que 
o efeito causado por esse detergente abaixo da CMC é claramente diferente 
quando próximo ou após esse valor. Já para o análogo [Trp1]-Gm, apesar de não 
apresentar grandes variações no blueshift global ao longo das injeções de SDS, 
esses valores de deslocamento foram os maiores medidos. Isto ocorre pelo 
aumento da contribuição da banda em 330 nm, que passa ser a mais intensa e, 
portanto, desloca ainda mais o espectro de emissão para comprimentos de onda 
menores. 
A interação preferencial dos peptídeos com o SDS abaixo da CMC foi 
constatada por todas as técnicas espectroscópicas utilizadas (CD, fluorescência e 
absorbância). Nos espectros de CD, que estão na seção anterior, os análogos 
cíclicos em SDS 1 mmol.L-1 apresentaram um deslocamento da banda negativa 
em direção à conformação esperada para folhas beta, o que não foi observado 
para o SDS 15 mmol.L-1. A maior agregação, descrita na presença de monômeros 
de SDS, portanto, causaria uma maior imobilização do Trp nesses agregados 
formados. Por outro lado, a interação com o SDS micelar seria mais fraca, 
havendo uma inserção apenas parcial dos peptídeos nessas micelas. 
Além desses aspectos comuns aos três análogos, também foram 
observadas importantes diferenças entres estes. O maior blueshift apresentado 
pelo análogo [Trp1]-Gm, em relação aos demais análogos em todas as 
concentrações de SDS utilizadas, pode ter sido causado por uma maior liberdade 
conformacional da porção N-terminal 57, em que se aloja esse fluoróforo. Em 
contrapartida, os análogos [Trp7]-Gm e [Trp9]-Gm, presentes na região de dobra, 
estariam mais restritos pela estrutura beta hairpin e, assim, interagiriam de forma 
mais superficial com os agregados formados. O [Trp7]-Gm, por sua vez, está 
localizado próximo a um resíduo hidrofóbico (Leu5), enquanto o [Trp9]-Gm está 
entre dois resíduos polares (Lys8 e Arg10), o que explicaria uma maior 
imobilização do [Trp7]-Gm que do [Trp9]-Gm. O análogo [Trp9]-Gm, portanto, não 
teria acesso a uma inserção mais profunda nos agregados de SDS, tanto pela 
restrição espacial imposta pela região de dobra (formada pelos resíduos de 8 a 
10), quanto pela presença dos resíduos polares, que contribuiriam para uma 
maior hidratação dessa região. 
Os dados espectroscópicos, portanto, não só trazem importantes 
informações sobre como as diferentes regiões da sequência peptídica interagem 
de forma distinta com os modelos de membrana, mas também mostram que 
esses análogos são capazes de induzir agregação quando em contato com 
superfícies aniônicas, o que será importante tópico de discussão na seção a 
seguir. 
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4.4 Estudos Biofísicos em LUVs 
Os experimentos espectroscópicos realizados em SDS e os ensaios 
biológicos abordados nas seções anteriores forneceram importantes informações 
sobre diferenças na atividade da Gm por substituições de resíduos de 
aminoácidos. Os análogos criados, portanto, serviram de base para comparação 
com a sequência nativa da Gm. No entanto, ainda faltava uma investigação mais 
detalhada do mecanismo de ação da própria Gm. Com esse objetivo, escolheu-se 
trabalhar com LUVs como modelos de membrana, uma vez que esses lipossomas 
podem ser manipulados quanto à composição de fosfolipídios, além da 
possibilidade de inclusão de outras estruturas na bicamada, o que amplia o 
campo investigativo. Como, portanto, as variáveis seriam muitas, decidiu-se, 
nesta etapa, estudar apenas a Gm, o que foi feito de forma bastante abrangente. 
E, apenas comparativamente, o análogo linear [Ser2,6,11,15]-Gm foi também 
utilizado, principalmente por apresentar a remoção de ambas as ligações de 
dissulfeto, fator esse que já se mostrou relevante tanto para a estrutura quanto 
para a atividade da Gm. 
 
4.4.1 Estudos Termodinâmicos da Interação Peptídeo/Lipídio 
Primeiramente, será discutida a interação da Gm com LUVs com 50 mol% 
de POPG em POPC em uma força iônica mais elevada (100 mmol.L-1 de NaCl). 
Como já existiam indícios da agregação causada pela Gm a superfícies aniônicas, 
as LUVs receberam baixas porcentagens molares (1 e 3 mol%) de um fosfolipídio 
(DPPE) acoplado a um polímero (PEG2000). O polímero PEG, por possuir grande 
peso molecular em relação aos fosfolipídios POPC e POPG, forma enormes 
estruturas nas membranas que impedem estericamente que estas se agreguem 
108-109
. 
A Figura 42 apresenta os termogramas obtidos para a injeção de lipídio em 
uma solução de Gm 15 µmol.L-1, em que se compara membranas sem PEG 
(Figura 42A) e com 1 (Figura 42B) e 3 mol% (Figura 42C) desse polímero. 
Como pode ser observado na Figura 42A, as primeiras injeções do lipídio na 
solução de Gm geram picos fortemente exotérmicos. Após oito injeções, as 
ligações cessam e só resta o calor liberado pela diluição do lipídio na solução de 
peptídeo. Essa reação fortemente exotérmica foi inicialmente atribuída à inserção 
do peptídeo na membrana, com consequente rompimento desta. No entanto, fez-
se necessário a comparação desses resultados para membranas sem PE-PEG 
com os obtidos para as LUVs com 1 e 3 mol% de PE-PEG, uma vez que essa 
grande liberação de calor poderia estar associada, de forma majoritária, a 
agregação lipídica, o que levaria a uma interpretação errônea dos dados. 
As Figuras 42B e 42C apresentam os dados obtidos para 1 e 3 mol% de 
PE-PEG em LUVs com 50 mol% de POPG em POPC, respectivamente. 
Inicialmente, os traços calorimétricos são ligeiramente mais exotérmicos para 3 
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mol% de PE-PEG que para as demais composições de LUVs; porém, uma fração 
maior de PE-PEG na membrana fez surgir uma componente endotérmica, mais 
discreta para 1 mol% de PE-PEG e ausente em LUVs sem PE-PEG. 
A Figura 43, contendo as integrais dos picos de calor em função da razão 
molar de lipídio/peptídeo, exibe semelhanças para as LUVs contendo 1 e 3 mol% 
de PE-PEG; porém, existe uma componente endotérmica entre as injeções sete e 
doze, em 3 mol% de PE-PEG, que diferencia um pouco essa curva da exibida por 
lipossomas com 1 mol% de PE-PEG. Abaixo da razão molar lipídio/peptídeo de 
10, a magnitude do calor liberado na reação envolvendo 1 e 3 mol% de PE-PEG e 
Gm é maior que para membranas sem PE-PEG. No entanto, acima dessa razão, 
os lipídios, em ausência do polímero, apresentam uma reação mais exotérmica. 
 

Figura 42. Fluxo de calor dado por injeções de uma solução de LUVs 10 mmol.L-1 em uma 
solução de Gm 15 µmol.L-1. Cada injeção corresponde a 5 µL (exceto a primeira, que é de 
somente 0,5 µL, e que é descartada da análise posterior) e todas as soluções foram preparadas 
em HEPES 30 mmol.L-1, com 100 mmol.L-1 de NaCl em pH 7,4. 
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Figura 43. Calor integrado por mol de lipídio associado a cada injeção como uma função da razão 
molar lipídio/peptídeo (obtidos a partir dos termogramas mostrados nas Figuras 42A, B e C). O 
calor resultante da diluição das LUVs (obtido a partir do calor das últimas injeções) foi subtraído do 
total do calor de cada injeção. 
 
Os resultados obtidos na ausência de PE-PEG (∆Hpep = -7,8 kcal/mol) 
parecem surgir a partir de um processo exotérmico único, enquanto que uma 
pequena contribuição adicional endotérmica é detectada na presença de PE-PEG. 
No entanto, apesar dessas diferenças observadas, a entalpia de todo o processo 
permaneceu a mesma para 3 mol% de PE-PEG (∆Hpep = -7,8 kcal/mol), em 
comparação às membranas sem PE-PEG, já que a reação mais exotérmica 
inicialmente é compensada pela presença desse processo endotérmico adicional 
(vide Tabela 8). A origem da contribuição endotérmica ainda é incerta. Portanto, 
as análises foram centradas no estudo da contribuição exotérmica, que é também 
dependente da fração de PE-PEG na membrana. 
Os experimentos da Figura 44 foram realizados de forma inversa; ou seja, 
com injeções de Gm, a partir de uma solução concentrada, na cela contendo 0,1 
mmol.L-1 de lipídio. Tanto o fluxo de calor (Figura 44A) quanto a integral dos 
picos por mol de peptídeo injetado (Figura 44C) revelam um aumento no calor 
liberado pela reação nas primeiras injeções de Gm, após o que a interação se 
torna menos intensa até que só o calor de diluição seja medido. O calor da reação 
(∆Hlip), calculado de acordo com a Equação 5 (seção de técnicas), é igual a -0,68 
kcal/mol. Sabendo-se também ∆Hpep, obtido das injeções de lipídio em peptídeo, 
a razão entre ∆Hpep e ∆Hlip (11,5) sugere que uma molécula de Gm interage com 
11-12 moléculas de lipídio, desde que não haja a interferência de outras reações. 
Considerado que, para as LUVs com 50 mol% de POPG em POPC, 50% dos 
lipídios são aniônicos, com os quais a Gm preferencialmente interage, a Gm 
ligaria-se, portanto, a 5-6 moléculas de POPG. Logo, a estequiometria da reação 
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concorda com o número de ligações que a Gm poderia fazer, já que sua carga 
nominal é +6. 
Os resultados de ITC sugerem dois modelos diferentes para a análise 
termodinâmica da interação Gm/lipídio. O modelo mais simples assume uma 
ligação específica da Gm aos lipídios de POPG (carregados negativamente) e 
pode ser formulado pela isoterma de adsorção de Langmuir. Já o segundo 
modelo considera essa interação como uma combinação da atração eletrostática 
e do particionamento de superfície. A Tabela 8 resume os parâmetros 
termodinâmicos obtidos para os dois modelos utilizados. As diferenças 
observadas entre membranas com e sem PE-PEG são pequenas. 
 

Figura 44. Fluxo de calor medido para LUVs com 50 mol% de POPG em POPC (0,1 mmol.L-1) 
com A) 0 mol% e B) 3 mol% de PE-PEG. Foram injetados volumes de 0,5 µL (1x), 2 µL (2x) e 5 µL 
(13x), em sequência, de uma solução de Gm 15 µmol.L-1. A integral dos picos por mol de injetante 
corresponde aos termogramas do painel superior C) A e D) B. Tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 
mmol.L-1 de NaCl, pH 7,4. 
 
A ligação da Gm às membranas pode ser descrita considerando-se a 
atração eletrostática desse peptídeo, com seis cargas positivas, para a superfície 
aniônica das LUVs, seguida por uma adsorção química da Gm para dentro da 
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membrana hidrofóbica. A concentração de Gm, portanto, é muito mais elevada na 
vizinhança da membrana aniônica do que em solução. Esse equilíbrio é descrito 
por meio do cálculo da atração eletrostática, através da teoria de Gouy-Chapman, 
combinada com o equilíbrio de partição de superfície. Essa abordagem foi 
previamente descrita em detalhe na literatura, e provou ser um bom meio para 
analisar a interação dos diferentes peptídeos antimicrobianos com modelos de 
membrana 29;82-83;110-111. 
 
Tabela 8. Parâmetros termodinâmicos da reação calculados para os dois modelos propostos 
(extraída de Domingues e cols., 2013 29). 
 ∆Hpep (kcal/mol) K (M-1) n / zp 
Adsorção de Langmuir 
L-P 
   0 mol% PE-PEG -8 5×106 5,5 
   3 mol% PE-PEG -8 5×106 4 
P-L 
   0 mol% PE-PEG -9.8 1.0×106 7 
   3 mol% PE-PEG -9.2 0.7×106 6 
Partição de superfície aliada à teoria de Gouy-Chapman 
L-P 
   0 mol% PE-PEG -7.8 1×104 5 
   3 mol% PE-PEG -7.8 5×105 5 
P-L 
   0 mol% PE-PEG -9.6 3×103 6 
   3 mol% PE-PEG -8.7 2×104 6 
 
A Figura 45 mostra os resultados dessa análise, na forma de calor 
acumulado, obtidos para as titulações de peptídeo com LUVs (L-P, Figura 45A) e 
de LUVs com peptídeo (P-L, Figura 45B), e para membranas com e sem PEG. 
Não se esperava, no entanto, que o modelo ajustasse características particulares 
dos resultados experimentais, uma vez que o objetivo era ajustar o 
comportamento geral das curvas. O modelo de partição de superfície combinado 
com a teoria de Gouy-Chapman pôde, no entanto, ajustar razoavelmente bem os 
dados de ITC para todas as condições escolhidas. 
Como esperado, as constantes de ligação obtidas com o modelo de 
partição de superfície são consideravelmente menores em comparação com as 
constantes de ligação obtidas com o modelo de adsorção de Langmuir, uma vez 
que a contribuição da atração eletrostática foi removida deste último modelo. As 
diferenças observadas entre os dois tipos de experimento (P-L e L-P), para o 
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modelo de partição de superfície, podem ter surgido por causa da agregação 
detectada para ambos os experimentos, e que será discutida a seguir. Essa 
agregação, como então será exemplificada, depende, no entanto, da configuração 
do experimento, agindo de forma diferente nas duas titulações utilizadas, assim 
como para as membranas com e sem PEG. 
Para o modelo de partição de superfície, a carga efetiva de ligação da Gm 
varia, mas pode-se assumir um valor aproximado entre +5 e +6, o que está 
próximo da carga nominal desse peptídeo (+6), o que, portanto, está próximo 
também ao máximo de ligações que esse peptídeo pode fazer. Ainda para esse 
modelo, os valores de ∆H também variam, assim como os de ∆G calculados: -7,1 
kcal/mol (0 mol% de PE-PEG) e -7,8 kcal/mol (3 mol% de PE-PEG) para as 
titulações do tipo L-P; -8,2 kcal/mol (0 mol% de PE-PEG) e -10 kcal/mol (3 mol% 
de PE-PEG) para as titulações do tipo P-L. Assim sendo, pode-se inferir que 
ligação da Gm às bicamadas lipídicas é entalpicamente dirigida, e a contribuição 
entrópica não chega a 20%. 
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Figura 45. Calor acumulado em função das razões peptídeo/lipídio para A) titulação de peptídeo 
com LUVs e B) de LUVs com peptídeo. LUVs com 50 mol% de POPG em POPC em tampão 
HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 NaCl, pH 7,4. Os símbolos representam os dados 
experimentais e as linhas o melhor ajuste teórico obtido com o modelo de partição de superfície 
(extraída de Domingues e cols., 2013 29). 
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Como relatado em trabalho anterior 28, a interação peptídeo/lipídio é 
dependente da razão molar de POPG, assim como da estrutura secundária da 
Gm. Sendo assim, lipossomas contendo diferentes frações molares de POPG 
foram utilizados em estudos de interação da Gm e de seu análogo linear 
[Ser2,6,11,15]-Gm com LUVs. Embora ambos os peptídeos sejam capazes de 
romper vesículas de POPC puro 28, os resultados de ITC mostraram que o calor 
de interação para essas membranas zwitteriônicas, ou com baixa porcentagem 
molar de POPG, é nulo ou extremamente baixo (dados não exibidos). Então, 
serão apenas considerados os resultados obtidos com 25 e 50 mol% de POPG, 
em injeções de lipídio em peptídeo, e com o mesmo sistema de tampão utilizado 
anteriormente. 
A Figura 46 apresenta o fluxo de calor obtido para as injeções de LUVs 
com 25 (Figura 46A) e 50 mol% de POPG em POPC (Figura 46B) em Gm (em 
preto) e em seu análogo linear [Ser2,6,11,15]-Gm (em vermelho). Para as LUVs com 
50 mol% de POPG em POPC, o comportamento exibido pela Gm foi semelhante 
ao discutido acima (∆Hpep = -6,8 kcal/mol), já que a sigmoide do painel inferior tem 
seu ponto de inflexão por volta de 10 lipídios/Gm. Essa reação exotérmica, 
portanto, também aponta para a relação estequiométrica de 5-6 moléculas de 
POPG por molécula de Gm. O análogo [Ser2,6,11,15]-Gm, assim como a Gm, 
apresentou fortes picos exotérmicos, os quais foram menos intensos inicialmente, 
em comparação ao peptídeo cíclico, mas precisou de mais injeções de lipídio para 
que a reação alcançasse um equilíbrio, resultando em uma entalpia de reação 
total ainda mais exotérmica (∆Hpep = -9,2kcal/mol). A estequiometria da reação foi 
por volta de 12 lipídios/[Ser2,6,11,15]-Gm, o que também concorda com a relação de 
aproximadamente 6 moléculas de POPG para cada molécula de peptídeo. 
A mesma molécula que apresentou uma interação tão intensa com LUVs 
com 50 mol% de POPG em POPC, não teve, no entanto, uma variação no ∆H 
detectável para LUVs com 25 mol% de POPG (∆Hpep = ∼ 0 kcal/mol). Por outro 
lado, a Gm também foi capaz de interagir com essas LUVs contendo menos 
porcentagem de POPG, o que se deu de forma exotérmica inicialmente e, após 
aproximadamente nove injeções, uma componente endotérmica tornou-se 
evidente. Por essa contribuição endotérmica que se estendeu por várias injeções, 
além do menor calor liberado nas primeiras injeções, o ∆H total da reação foi 
menor que o detectado para as LUVs com 50 mol% de POPG em POPC (∆Hpep = 
-5 kcal/mol). Novamente, a relação lipídio/peptídeo ficou por volta de 25 (mol/mol), 
valor este que dividido por 4, já que as LUVs têm ¼ de POPG, fica em torno de 6, 
semelhante aos demais experimentos. 
Para membranas com maior porcentagem de POPG, ambos os peptídeos 
apresentaram uma boa interação com os lipossomas, o que concorda com os 
dados de microscopia ótica, em experimentos com GUVs, em que a ação lítica da 
Gm e de seu análogo linear se equiparam em vesículas compostas de 55 mol% 
de POPG em POPC 28. No entanto, quando essa porcentagem é reduzida para 
metade, os dados de vazamento de CF (exibidos mais à frente) apontam para 
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uma ação quase nula do análogo [Ser2,6,11,15]-Gm, enquanto a Gm mantém por 
volta de metade da porcentagem de vazamento de CF em comparação às LUVs 
com 50 mol% de POPG em POPC. Portanto, como detectado por outras técnicas, 
a fração de lipídios negativos na membrana é um ponto crítico para a ação, 
principalmente, do análogo sem as ligações de dissulfeto, que varia de uma ação 
semelhante à da Gm para uma atividade não detectada em uma variação de 25% 
na porcentagem de POPG na membrana. 
Na figura seguinte (Figura 47), os dados experimentais foram comparados 
ao ajuste teórico obtido utilizando-se o modelo de partição de superfície, como 
discutido anteriormente. Para a Gm, nas duas composições de LUVs utilizadas, o 
modelo adotado resultou em um bom ajuste dos dados, o que não ocorreu para o 
peptídeo [Ser2,6,11,15]-Gm. As constantes de ligação extraídas, exibidas na figura 
abaixo, indicam uma forte afinidade por esses peptídeos analisados às duas 
composições de LUVs. Ainda que a reprodutibilidade dos dados seja, em muitos 
casos, de difícil otimização nos experimentos de calorimetria, há uma clara 
tendência que se repete em todos eles e que aponta para uma forte interação 
desses peptídeos catiônicos com as membranas aniônicas, a qual é sempre 
acompanhada por uma reação predominantemente exotérmica. 
 

Figura 46. Fluxo de calor dado por injeções de uma solução de A) LUVs 25 mol% de POPG em 
POPC 10 mmol.L-1 em uma solução de Gm 10 µmol.L-1 ou [Ser2,6,11,15]-Gm 20 µmol.L-1, e B) LUVs 
50 mol% de POPG em POPC 6 mmol.L-1 em uma solução de Gm 15 µmol.L-1 ou [Ser2,6,11,15]-Gm 
20 µmol.L-1. Os painéis inferiores são as integrais de cada pico de fluxo de calor por mol de lipídio 
(tampão HEPES 30 mmol.L-1, com 100 mmol.L-1 de NaCl em pH 7,4). 
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Figura 47. Calor integrado por mol de lipídio com base na Figura 46. A) 25 mol% de POPG em 
POPC 10 mmol.L-1, Gm 10 mol.L-1 (K = 3x104 M-1); B) 50% mol de POPG em POPC 6 mmol.L-1, 
Gm 15 µmol.L-1 (K = 1x107 M-1) e [Ser2,6,11,15]-Gm 20 µmol.L-1 (K = 5x105 M-1). Os símbolos 
representam os dados experimentais e as linhas o melhor ajuste teórico obtido com o modelo de 
partição de superfície. 
 
4.4.2 Análises do Processo de Agregação 
Neste tópico serão exibidos os resultados de espalhamento de luz estático 
em 90°, espalhamento de luz dinâmico e microscopia ótica de contraste de fase, 
sendo que essas técnicas descrevem, juntas, o perfil de agregação lipídica 
induzida tanto pela Gm quanto pelo seu análogo linear. Assim como as análises 
de ITC, primeiramente serão discutidos os dados obtidos para Gm em interação 
com LUVs com 50 mol% de POPG em POPC contendo 0, 1 e 3 mol% de PE-
PEG. 
Os dados de espalhamento estático foram adquiridos de forma análoga aos 
experimentos de ITC, em que se injeta uma dispersão concentrada de lipídio em 
uma cela contendo solução diluída de peptídeo (e vice-versa), com constante 
agitação magnética. Cada injeção dura 10 min., tempo de equilíbrio também 
utilizado no ITC, com volumes iguais aos definidos para os experimentos 
calorimétricos. Como pode se observar no gráfico de espalhamento de luz 
estático (Figura 48A), as vesículas agregam intensamente desde a primeira 
injeção lipídica, equivalente à concentração de 37 µmol.L-1 de LUVs em 15 
µmol.L-1 de Gm. A linha tracejada liga os dados experimentais obtidos para a 
injeção de lipídio em tampão, sendo este o controle do experimento. 
Comparando-se os dados de ITC e os de espalhamento de luz em 90° para as 
mesmas LUVs (Figuras 42A), verifica-se que as injeções que geram os picos 
exotérmicos, em ITC, são as mesmas responsáveis por causar agregação intensa 
das LUVs, detectadas por espalhamento de luz. Logo após o término da cinética 
de agregação, observa-se um aumento linear no espalhamento de luz, o que se 
deve ao aumento da turbidez da amostra por adição de lipídio. Ainda observando 
a Figura 48A, percebe-se que a cinética de agregação aumenta de forma rápida 
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logo no início da cinética e depois cai lentamente, indicando a existência de um 
segundo evento, que poderia ser a quebra ou precipitação dos agregados, o qual 
foi mais profundamente analisado conforme mostrado a seguir. 
Os dados de espalhamento de luz obtidos para as LUVs contendo PE-PEG 
(Figuras 48B e 48C) confirmaram essa diminuição na agregação lipídica, sendo 
ainda menor para 3 mol% de PE-PEG que para 1 mol% de PE-PEG em LUVs 
com 50 mol% de POPG em POPC. Novamente, as cinéticas obtidas no ITC e no 
espalhamento de luz são semelhantes para as mesmas composições lipídicas 
(Figuras 42B e 42C). E, com esses dados, pôde-se confirmar que os picos 
exotérmicos do ITC estão relacionados à ligação peptídeo/lipídio, 
independentemente do processo de agregação, que não é necessário para que 
essa interação ocorra. 
 

Figura 48. Espalhamento de luz estático, medido em ângulo de 90°, realizado nas seguintes 
condições: em uma cubeta contendo 1,45 mL de uma solução de Gm 15 µmol.L-1 foram 
adicionadas alíquotas de 5 µL de uma solução estoque de LUVs com 50 mol% de POPG em 
POPC 10 mmol.L-1 com A) 0, B) 1 e C) 3 mol% de PE-PEG. Tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 
mmol.L-1 de NaCl, pH 7,4. 
 
No entanto, somente o uso do espalhamento de luz estático não seria 
suficiente para uma abrangente compreensão da agregação lipídica, uma vez que 
não estava claro o porquê da diminuição desse processo. Para tanto, essa 
interação peptídeo/lipídio foi então monitorada com o auxílio da microscopia ótica 
de contraste de fase, a qual foi decisiva para a interpretação dos dados. 
Esses experimentos foram realizados em um microscópio ótico (Zeiss 
Axiovert 200, Jena, Alemanha), em uma cela de observação de volume de 100 
µL. Soluções contendo 15 µmol.L-1 de Gm e 37 µmol.L-1 de LUVs com 50 mol% 
de POPG em POPC (com 0, 1 e 3 mol% de PE-PEG) foram preparadas e 
transferidas para cela de observação, cujo campo de interesse foi filmado por 10 
min. em aumento de 63x. Os vídeos obtidos foram editados e transformados em 
quadros de imagens. A Figura 49 exemplifica bem essas imagens obtidas por 
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microscopia ótica. Nos primeiros quatro quadros (de 1 a 10 min. de aquisição dos 
dados), há uma clara evolução do processo de agregação, que culmina na 
formação de grandes agregados com tamanhos superiores a 100 µm após 10 
min. de análise. Tais aglomerados podem ter causado mudanças no 
espalhamento de luz, uma vez que estes não estavam homogeneamente 
dispersos na solução. Já com a adição de PE-PEG, as imagens obtidas indicaram 
inequívoca diminuição da formação de agregados lipídicos. Com 1 mol% de PE-
PEG, ainda foi possível identificar alguns pontos mais densos (dificilmente 
visualizados no quadro 6, 1 mol% de PE-PEG, após 10 min.), o que não ocorreu 
com a adição de 3 mol% de PE-PEG. Neste último caso, nas imagens obtidas, 
dentro do alcance da resolução utilizada, não foi possível identificar agregados, 
mesmo que bem pequenos. 
 

Figura 49. Imagens obtidas por microscopia ótica de contraste de fase. Gm 15 µmol.L-1, LUVs 
com 50 mol% de POPG em POPC, 37 µmol.L-1, com 0, 1 e 3 mol% de PE-PEG. Tampão HEPES 
30 mmol.L-1 com 100 mmol.L-1 de NaCl, pH 7,4. 
 
Os experimentos de microscopia ótica realizados estiveram de acordo com 
os resultados previamente obtidos por espalhamento de luz estático, o que serviu 
para corroborar a hipótese de que o processo de agregação ocorre nas interações 
entre Gm e LUVs com 50 mol% de POPG em POPC, bem como em outras 
razões molares de POPG exploradas, mas que pode ser minimizado pela adição 
de PE-PEG às biomembranas. Além disso, com a obtenção dessas imagens foi 
possível entender por que o processo de agregação se intensificava até certo 
ponto, na ausência de PE-PEG, e então, a partir disso, passava a diminuir 
drasticamente, até estar abaixo da linha controle do experimento (que equivale às 
injeções de lipídio em tampão somente, Figura 48A). As pequenas partículas 
agregadas, inicialmente em solução, deram lugar a grandes agregados que 
sedimentaram e que, portanto, não foram detectados pelas medidas de turbidez. 
R E S U L T A D O S  E  D I S C U S S Ã O  | 117 



Assim como os experimentos de ITC foram feitos titulando-se as LUVs com 
uma solução concentrada de Gm, novos dados de espalhamento de luz estático 
foram adquiridos por esse outro protocolo experimental. Na Figura 50 estão os 
dados de espalhamento de luz para LUVs com 50 mol% de POPG em POPC com 
0 e 3 mol% de PE-PEG (em comparação à Figura 44 de ITC). Para membranas 
sem PE-PEG (Figura 50A), a intensidade de espalhamento de luz relativa 
aumenta até atingir seu máximo na 8O injeção, após o que cai rapidamente, até 
atingir o valor inicial de espalhamento de luz do lipídio (anterior à adição de Gm). 
Já as membranas com 3 mol% de PE-PEG (Figura 50B), têm um aumento 
moderado da intensidade de espalhamento de luz, sem exibir os eventos de 
precipitação dos agregados formados, como no caso das LUVs sem PE-PEG. A 
figura menor apresenta uma comparação das intensidades de espalhamento de 
luz relativas em função da razão molar peptídeo/lipídio para as duas composições 
de LUVs utilizadas. Por essa imagem fica evidente que a agregação causada pela 
Gm a membranas que não possuem em sua superfície o polímero PEG é muito 
maior que a membranas com 3 mol% de PE-PEG. No entanto, a formação de 
agregados lipídicos não foi, por nenhuma concentração molar de PE-PEG 
utilizada ou protocolo experimental adotado, totalmente suprimida. Comparando-
se esses resultados com os anteriores, em que uma solução concentrada de 
LUVs é adicionada à cela de medida contendo Gm, podemos ainda perceber que 
a agregação depende não só das razões peptídeo/lipídio utilizadas, mas também 
da forma como a mistura de peptídeos e vesículas é feita 29. 
 

Figura 50. Espalhamento de luz estático, medido em ângulo de 90°, realizado nas seguintes 
condições: em uma cubeta contendo 1,45 mL de uma solução de LUVs com 50 mol% de POPG 
em POPC 0,1 mmol.L-1 foram adicionadas alíquotas de 2 µL (2x) e 5 µL (13x), em sequência, de 
uma solução estoque de Gm 0,3 mmol.L-1 com A) 0 e B) 3 mol% de PE-PEG. A imagem menor 
apresenta a intensidade de espalhamento relativa em função da razão molar peptídeo/lipídio 
obtida para LUVs com 50 mol% de POPG em POPC com 0 (quadrados cheios) e 3 mol% de PE-
PEG (círculos vazios). Tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 NaCl, pH 7,4. 
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Sabendo-se que a Gm leva à intensa agregação dos lipossomas contendo 
50 mol% de POPG, decidiu-se investigar se o mesmo aconteceria para o seu 
análogo linear ([Ser2,6,11,15]-Gm) e em uma proporção molar mais baixa de POPG 
(25 mol%) na membrana. Como mostra a Figura 51, para as LUVs com apenas 
25 mol% de POPG em POPC, o espalhamento de luz apresentado por ambos os 
peptídeos é menos intenso, inicialmente, que o detectado para LUVs com 50 
mol% de POPG em POPC. O análogo linear [Ser2,6,11,15]-Gm teve um leve 
aumento da intensidade de espalhamento de luz em relação às injeções de lipídio 
em tampão (linhas em vermelho) para LUVs com 25 mol% de POPG. Isto 
demonstra que, para baixas porcentagens de POPG na membrana, a agregação 
lipídica é bem menos intensa e praticamente não ocorre precipitação dos 
agregados formados, que permanecem em solução causando aumentos 
constantes da intensidade de espalhamento. Já em presença de vesículas com 
50 mol% de POPG, essa intensidade aumenta rapidamente no início das injeções 
de lipídio e decai para valores mais baixos que os de espalhamento de luz em 
ausência de peptídeo. Portanto, para ambos os peptídeos, quando em presença 
de LUVs com 50 mol% de POPG, há intensa agregação lipídica, com precipitação 
dos agregados formados. 
Esse processo de agregação lipídica tem uma duração maior, em número 
de injeções, para o análogo [Ser2,6,11,15]-Gm que para a Gm, havendo, portanto, 
correlação entre a agregação detectada por espalhamento de luz e os picos 
exotérmicos observados com a técnica de ITC. A componente endotérmica, 
presente na interação da Gm com LUVs contendo 25 mol% de POPG (Figura 46 
em análises de ITC), no entanto, não é de fácil correlação aos experimentos de 
espalhamento de luz. Observa-se, nesse caso, assim como no do espalhamento 
de luz detectado para LUVs com 50 mol% de POPG em POPC com 3 mol% de 
PE-PEG (Figura 48), uma diminuição considerável do processo de agregação, e, 
consequentemente, menor precipitação desses agregados. Nesses experimentos, 
há uma forte interação entre lipídio e peptídeo, em que a agregação possui um 
efeito menor, ainda que presente. 
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Figura 51. Espalhamento de luz estático, medido em ângulo de 90°, realizado nas mesmas 
condições da Figura 48, com injeções de LUVs 25 mol% de POPG 10 mmol.L-1 em Gm 10 µmol.L-
1
 e em [Ser2,6,11,15]-Gm 20 µmol.L-1 e de LUVs 50 mol% de POPG 6 mmol.L-1 em Gm 15 µmol.L-1 e 
em [Ser2,6,11,15]-Gm 20 µmol.L-1. As linhas em vermelho representam injeções de lipídio em tampão 
HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaCl, pH 7,4. 
 
Na Figura 52, os valores de espalhamento de luz são analisados em 
relação à razão molar lipídio/peptídeo, sendo o espalhamento de luz relativo dado 
pela divisão da intensidade de espalhamento de luz causado pela injeção de 
lipídio em peptídeo pelo espalhamento de luz obtido para correspondente injeção 
de lipídio em tampão (linha em vermelho da Figura 51). Para valores acima de 1, 
portanto, prevalece a formação de agregados e, abaixo desse valor, o processo 
de sedimentação dos agregados formados se torna mais evidente. É importante 
ressaltar que essa queda na intensidade do espalhamento de luz para valores 
menores que 1 não está associada à destruição dos agregados, mas sim à 
precipitação destes, dado o tamanho dos complexos formados, como mostrado 
na Figura 49 por microscopia ótica. 
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Para a elaboração desses gráficos, foram considerados os valores de 
espalhamento de luz em 10 s de cinética, uma vez que, nos casos de intensa 
agregação, pode ser observado um valor máximo antes da queda na intensidade 
de espalhamento de luz, o qual seria a melhor representação do máximo de 
agregação detectada, ainda que, mesmo nesses valores iniciais, poderia já haver 
influência da precipitação dos agregados formados. Na Figura 52B, para as LUVs 
com 50 mol% de POPG, percebe-se que os dois peptídeos analisados são muito 
semelhantes de uma forma geral. Já para as LUVs com 25 mol% de POPG, a Gm 
apresenta uma primeira etapa de forte aumento da intensidade de espalhamento 
de luz, que decai e depois volta a aumentar, mais moderadamente, até tornar-se 
estável (Figura 52A). O análogo linear, por sua vez, tem um aumento da 
intensidade de espalhamento de luz mais acentuado na primeira injeção, após a 
qual segue com lenta diminuição dessa intensidade de espalhamento de luz de 
forma linear. Com base nesses gráficos fica claro, como discutido para os 
resultados obtidos com a técnica de ITC, que a Gm e seu análogo linear 
[Ser2,6,11,15]-Gm tornam-se semelhantes pelo aumento da proporção de POPG na 
membrana, tanto estruturalmente, o que será discutido a seguir, como em relação 
à atividade. Essa tendência já foi previamente demonstrada para ensaios 
realizados com vesículas unilamelares gigantes 28, e agora é também relatada 
para estudos desenvolvidos com LUVs, utilizando-se diferentes metodologias. 
 

Figura 52. Espalhamento de luz relativo, medido em 10 s de cinética para cada injeção de lipídio 
em peptídeo e dividido pela injeção equivalente de lipídio em tampão. A) LUVs 25 mol% de POPG 
em POPC e B) LUVs 50 mol% de POPG em POPC. Tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 
de NaCl, pH 7,4. 
 
Em complementação aos dados de espalhamento de luz estático, também 
foram realizados ensaios de espalhamento de luz dinâmico (DLS), cujos 
resultados estão exemplificados na Figura 53. Para esses experimentos, foram 
adicionados volumes crescentes de Gm em uma cela contendo 0,1 mmol.L-1 de 
LUVs com 50 mol% de POPG em POPC. No entanto, essa técnica se mostrou 
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menos sensível às variações de tamanho dos agregados formados que as 
medidas de turbidez. Para membranas com 0 mol% de PE-PEG, é possível 
detectar um aumento do tamanho médio das partículas acima da razão 
peptídeo/lipídio 0,02. E, para membranas com 3 mol% de PE-PEG, o aparelho 
não foi capaz de detectar qualquer variação no tamanho dessas partículas. 
Apesar das limitações experimentais encontradas, para membranas sem PE-PEG 
fica claro que a formação de agregados é intensa e pode ser detectada por 
diferentes metodologias, seja por espalhamento de luz estático e dinâmico, seja 
por microscopia ótica de contraste de fase. 
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Figura 53. Tamanho médio das partículas medido por DLS em função da razão peptídeo/lipídio. 
LUVs com 50 mol% de POPG em POPC na concentração de 0,1 mmol.L-1 (tampão HEPES 30 
mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaF, pH 7,4). 
 
Também foram realizadas medidas de DLS para o análogo linear da Gm 
([Ser2,6,11,15]-Gm) e para LUVs com 25 mol% de POPG em POPC. Como 
esperado para o peptídeo [Ser2,6,11,15]-Gm, em interação com LUVs contendo 25 
mol% de POPG (Figura 54A), não houve detecção de um aumento do tamanho 
médio das partículas. Já para a Gm, esse aumento no tamanho dos agregados 
formados dá um salto a partir da razão peptídeo/lipídio 0,03 e aumenta até 
alcançar valores em que o equipamento não mais consegue gerar dados 
confiáveis, uma vez que a amostra torna-se muito turva. 
A Figura 54B exibe os valores de espalhamento de luz dinâmico para 
LUVs de 50 mol% de POPG em POPC. Nessa figura, a Gm apresenta um 
aumento considerável no tamanho médio das partículas em uma razão 
peptídeo/lipídio maior (0,05) que para seu análogo linear [Ser2,6,11,15]-Gm (0,03). A 
princípio, esses valores poderiam sugerir uma maior agregação lipídica causada 
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pelo peptídeo linear em comparação ao cíclico. No entanto, a precipitação dos 
agregados formados deve ser levada em consideração, uma vez que nesses 
experimentos de espalhamento de luz dinâmico não há uso de agitação 
magnética. Portanto, essa diferença provém, provavelmente, de diferentes taxas 
de sedimentação dos grandes complexos formados, o que é mais intenso para a 
Gm, como mostrou o espalhamento de luz estático. 
 

Figura 54. Tamanho médio das partículas medido por DLS em função da razão peptídeo/lipídio. 
LUVs 0,1 mmol.L-1 com A) 25 mol% de POPG em POPC e B) 50 mol% de POPG em POPC 
(tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaF, pH 7,4). 
 
4.4.3 Cinética de Vazamento de Carboxifluoresceína (CF) 
Com os experimentos de turbidez e com a utilização de PE-PEG na 
membrana surgiu uma nova questão: nas LUVs contendo PE-PEG estaria 
ocorrendo a permeabilização das membranas? Para responder a essa pergunta, 
foram realizados novos experimentos envolvendo vazamento de CF em tampão 
HEPES, já que se buscava uma comparação com os dados obtidos em ITC nesse 
mesmo tampão. A Figura 55 exibe as cinéticas de vazamento de CF, em função 
do tempo, pela ação da Gm. Na Figura 55A, mostra-se a cinética de vazamento 
de CF para a razão molar peptídeo/lipídio igual a 0,02. Primeiramente, mede-se 
somente a intensidade de fluorescência da dispersão lipídica e, após 
aproximadamente 100 s, injeta-se o peptídeo. Para ambas as composições 
lipídicas (0 e 3 mol% de PE-PEG em LUVs com 50 mol% de POPG em POPC), o 
processo de vazamento é menos intenso que para a razão molar lipídio/peptídeo 
igual a 0,2, apresentado na Figura 55B. No entanto, nas duas razões escolhidas 
(o que se deu com base nos experimentos de ITC, vide Figura 45B), as LUVs 
contendo 3 mol% de PE-PEG apresentaram maior vazamento de CF. O máximo 
de intensidade de fluorescência da CF é obtido com a injeção do detergente 
Triton X-100 após 20 min. de cinética. A curva mostrada na Figura 55B, para 
LUVs sem PE-PEG, apresenta uma depressão por volta de 3 min.. Isto resulta de 
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um aumento significativo na turbidez da amostra nos primeiros minutos (ver 
Figura 50A), o que atenuou a intensidade de fluorescência da CF 96. Como os 
grandes agregados sedimentam com o tempo, a intensidade de fluorescência 
pôde ser medida sem a interferência da turbidez na amostra. Experiências 
realizadas com caminhos óticos menores e/ou menor concentração lipídica 
(resultando em amostras menos turvas) mostraram uma curva muito mais suave 
nessa região (dados não exibidos). Através desses dados, ficou claro que a 
adição de PE-PEG às LUVs, apesar de impedir o processo de agregação, não 
impediu que a permeabilização das membranas ocorresse; ao contrário, tornou 
esse processo mais intenso em relação às vesículas sem PE-PEG. Tal 
informação concorda com os dados obtidos por ITC, que também sugerem uma 
maior associação da Gm com LUVs contendo 3 mol% de PE-PEG. No entanto, os 
resultados obtidos para LUVs sem PE-PEG sofrem grande interferência do 
aumento da turbidez da amostra, o que dificulta uma estimativa correta tanto dos 
parâmetros termodinâmicos quanto das porcentagens de vazamento de CF. 
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Figura 55. Vazamento de CF em função do tempo para LUVs 50 µmol.L-1 com 50 mol% de POPG 
em POPC contendo 0 e 3 mol% de PE-PEG; razão molar peptídeo/lipídio igual a A) 0,02 e B) 0,2. 
Tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 de NaCl em pH 7,4. 
 
Ainda era necessário investigar, no entanto, se mesmo em baixas razões 
peptídeo/lipídio a Gm seria capaz de levar ao rompimento das membranas, ou se 
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encontraríamos uma razão na qual a Gm não seria mais ativa do ponto de vista 
lítico. Para membranas contendo 3 mol% de PE-PEG (Figura 56), foram 
alcançadas porcentagens de vazamento de CF ainda maiores que para 
membranas sem PE-PEG. Na razão 0,1 peptídeo/lipídio, o vazamento de CF é 
quase que total já nos primeiros minutos de cinética (dado não exibido). No 
entanto, na razão de Gm/LUVs 0,001, esse peptídeo apresentou menor 
vazamento de CF que para membranas sem PE-PEG. 
Por essa comparação dos dois tipos de membrana utilizadas (Figura 56), 
fica claro que a Gm permeabiliza as membranas contendo 3 mol% de PE-PEG de 
forma mais rápida e intensa que as membranas sem PE-PEG. No entanto, 
conforme já mencionado, essa diferença pode ocorrer por influência da 
agregação, maior em membranas sem esse polímero. Além disso, apesar das 
diferenças encontradas, a Gm foi capaz de provocar o vazamento de CF em 
quase todas as razões testadas para os dois tipos de membrana, sendo, portanto, 
possível afirmar que a ligação da Gm a bicamadas lipídicas é seguida quase que 
sempre pela permeabilização dessas. 
Na Tabela 9 estão sumarizadas as porcentagens de vazamento de CF, 
após 20 min., para as diferentes membranas utilizadas (0 e 3 mol% PE-PEG) e 
também para as diferentes razões molares lipídio/peptídeo. Na razão molar de 5, 
a diferença apresentada para 0 e 3 mol% de PE-PEG é pequena, quase 
desprezível, uma vez que nessa alta concentração de Gm praticamente todas as 
membranas foram permeabilizadas. No entanto, diminuindo-se a concentração 
peptídica (ou seja, elevando-se a razão molar lipídio/peptídeo), as diferenças 
obtidas se tornam mais acentuadas, evidenciando que, para membranas 
contendo 3 mol% de PE-PEG, a ação lítica da Gm é expressivamente maior. Tal 
diferença pode estar no fato de que, ao diminuir-se o processo de agregação, a 
Gm torna-se mais eficiente na permeabilização da bicamada, uma vez que estaria 
interagindo com apenas uma membrana e não com um agregado lipídico. 
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Figura 56. Porcentagem de vazamento de CF em função da razão peptídeo/lipídio para LUVs 50 
µmol.L-1 com 50 mol% de POPG em POPC após 20 min. de cinética (tampão HEPES 30 mmol.L-1, 
100 mmol.L-1 NaCl, pH 7,4). 
 
Tabela 9. Porcentagem de vazamento de CF para diferentes concentrações de Gm em interação 
com LUVs 50 µmol.L-1 com 50 mol% de POPG em POPC contendo 0 e 3 mol% de PE-PEG. 
 
 
Em uma segunda etapa de experimentos em tampão fosfato 10 mmol.L-1, 
foi analisado somente o perfil de vazamento de CF para a Gm e seu análogo 
linear ([Ser2,6,11,15]-Gm). A porcentagem de vazamento de CF foi exibida na 
Figura 57 como uma função da razão molar peptídeo/lipídio. O análogo 
[Ser2,6,11,15]-Gm (Figura 57B), como esperado, não apresentou atividade relevante 
para baixas porcentagens molares de POPG. Esse análogo linear somente se 
mostrou mais ativo em interação com LUVs contendo 50 mol% de POPG e, ainda 
assim, em concentrações peptídicas mais elevadas. Já a Gm (Figura 57A), só 
não exibiu atividade em interação com membranas de 100 mol% de POPC. E 
para 15 e 25 mol% de POPG, a porcentagem de vazamento de CF não ultrapassa 
40%, mesmo nas maiores concentrações peptídicas utilizadas. Com LUVs com 50 
mol% de POPG em POPC, no entanto, a atividade da Gm salta para 
aproximadamente 70% de vazamento de CF com 0,1 de razão molar 
Lipídio/peptídeo [Gm]
(mol/mol) µmol L-1 0 mol% PE-PEG 3 mol% PE-PEG
5 10 98 99
10 5 77 98
30 1,7 43 86
50 1 30 71
% Vazamento de CF (23 min.)
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peptídeo/lipídio, e a partir desse ponto se mantém com pequenas alterações para 
maiores concentrações peptídicas. 
Os resultados obtidos para a Gm e seu análogo linear estão de acordo com 
a interação peptídeo/lipídio detectada por ITC, em que também se observa uma 
maior atividade do análogo cíclico que do linear. E ainda, é possível traçar um 
paralelo entre esse experimento e os realizados em trabalho anterior com GUVs, 
que mostraram que a Gm é mais efetiva no rompimento dessas bicamadas 
lipídicas contendo POPG que seu análogo sem ambas as ligações de dissulfeto 
28
. 
 

Figura 57. Vazamento de CF para os peptídeos Gm e [Ser2,6,11,15]-Gm em diferentes razões 
molares peptídeo/lipídio e para diferentes composições lipídicas (0, 15, 25 e 50 mol% POPG). 
Experimentos realizados em tampão fosfato 10 mmol.L-1 com 300 mmol.L-1 de NaCl. 
 
4.4.4 Potencial Zeta 
Como as membranas de LUVs com 50 mol% de POPG em POPC são 
aniônicas e apresentam, portanto, um potencial zeta negativo (por volta de -30 
mV), seria interessante analisar o que ocorre com esse potencial à medida que a 
Gm é adicionada à dispersão lipídica. Na Figura 58 observamos uma 
comparação das medidas de potencial zeta para membranas com 0 e 3 mol% de 
PE-PEG. Sem PE-PEG, as LUVs exibem uma variação do potencial zeta, que 
oscila até a 8ª injeção de Gm (peptídeo/lipídio = 0,04), e depois cresce até quase 
atingir zero. No entanto, esse crescimento no valor do potencial zeta coincide com 
o aumento no tamanho médio das partículas em solução, conforme as medidas 
de DLS indicam (Figura 53), o que torna essa faixa das razões peptídeo/lipídio 
analisada pouco confiável. As medidas de potencial zeta têm como base a 
mobilidade eletroforética das partículas em solução, como explicado na seção de 
Materiais e Métodos; uma vez que agregados imensos são formados, a avaliação 
do deslocamento dessas partículas no meio fica prejudicada, e o valor do 
potencial zeta calculado, portanto, pode não ser real. 
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Nas mesmas condições experimentais anteriores, foram também 
analisados os valores de potencial zeta para membranas com 3 mol% de PE-
PEG. No entanto, o resultado obtido não foi o esperado, uma vez que o valor do 
potencial zeta da dispersão lipídica pura, sem adição de Gm, já estava próximo de 
zero. E, mesmo após várias injeções de Gm, esse potencial permaneceu quase 
inalterado. A presença do polímero PEG na membrana poderia, portanto, ter 
blindado a superfície da membrana e/ou ter deslocado o slipping plane (camada 
superficial na qual o potencial zeta é medido) para mais longe da superfície 
negativa das LUVs, levando a uma redução da magnitude do potencial zeta inicial 
para aproximadamente -4 mV. 
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Figura 58. Potencial zeta em função da razão peptídeo/lipídio para LUVs 0,1 mmol.L-1 com 50 
mol% de POPG em POPC (tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 mmol.L-1 NaF, pH 7,4). 
 
O potencial zeta das LUVs contendo 25 mol% de POPG, assim como do 
análogo [Ser2,6,11,15]-Gm, também foram analisados. A Figura 59A exibe os 
valores de potencial zeta para as LUVs com 25 mol% de POPG. A Gm 
apresentou uma maior neutralização do potencial zeta, inicialmente por volta de -
25 mV, que seu análogo [Ser2,6,11,15]-Gm, diferença essa de aproximadamente 5 
mV. Como já discutido anteriormente, o análogo linear não interage fortemente 
com LUVs contendo apenas 25 mol% de POPG, não afetando, portanto, 
significativamente o potencial zeta da superfície dessas membranas. 
Na Figura 59B, em que as LUVs são compostas por 50 mol% de POPG 
em POPC, o potencial zeta de ambos os peptídeos sofre uma redução, atingindo 
valores ainda mais negativos que os iniciais; e, após a razão molar 
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peptídeo/lipídio de 0,03, o potencial zeta desses peptídeos passa a aumentar, 
alcançando valores parecidos aos observados para as LUVs com 25 mol% de 
POPG. No caso das LUVs com uma maior proporção de POPG, para ambos os 
peptídeos, a influência da agregação lipídica deve ser considera, como discutido 
na figura anterior. Apesar dessa limitação imposta, no entanto, podem detectar-se 
diferenças na variação do potencial zeta para as diferentes composições de 
membrana, o que indica que tanto a Gm quanto o análogo [Ser2,6,11,15]-Gm 
interagem de forma distinta com essas membranas analisadas. 
 

Figura 59. Potencial zeta em função da razão peptídeo/lipídio para LUVs 0,1 mmol.L-1 com A) 25 
mol% de POPG em POPC e B) 50 mol% de POPG em POPC (tampão HEPES 30 mmol.L-1, 100 
mmol.L-1 NaF, pH 7,4). 
 
4.4.5 Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) 
As técnicas espectroscópicas de CD e fluorescência também foram 
empregadas no estudo da Gm e de seu análogo linear [Ser2,6,11,15]-Gm, uma vez 
que possíveis mudanças na estrutura secundária, bem como uma maior inserção 
na bicamada lipídica desses peptídeos, poderiam ser, assim, monitoradas e 
correlacionadas aos demais resultados obtidos. Os experimentos a seguir foram 
realizados em tampão fosfato 10 mmol.L-1, uma vez que o HEPES 30 mmol.L-1 
absorve fortemente por volta de 200 nm 112, o que interferiria em bandas 
importantes de CD. 
A Figura 60 apresenta os espectros de CD para a Gm e seu análogo linear 
[Ser2,6,11,15]-Gm em diferentes porcentagens molares de POPG em POPC. O 
espectro apresentado em cor preta refere-se ao peptídeo em tampão, o qual é 
uma volta beta do tipo I para a Gm e randômico para a [Ser2,6,11,15]-Gm 88. Até a 
proporção de 25 mol% de POPG em POPC, ambos os peptídeos não apresentam 
deslocamentos significativos de bandas em relação ao tampão. A partir de 50 
mol% de POPG em POPC, no entanto, as conformações apresentadas tanto pela 
Gm quanto pelo seu análogo linear começam a diferir entre si. Para a Gm, 
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aumentos na proporção de POPG na membrana provocaram um deslocamento 
de aproximadamente 5 nm da banda negativa, que em tampão está em 
aproximadamente 205 nm. A banda positiva de 190 nm (em tampão) também 
sofre deslocamento, porém menor (∼ 2 nm). Apesar da rígida estrutura fornecida 
pelas ligações de dissulfeto, essa mudança estrutural da Gm em interação com 
vesículas aniônicas ocorre, provavelmente, pela existência de um maior grau de 
liberdade conformacional fornecido pelas extremidades C e N-terminal, como já 
discutido para a interação da Gm e de seus análogos com SDS. 
Para o análogo [Ser2,6,11,15]-Gm, a mudança conformacional observada em 
presença de diferentes porcentagens molares de POPG em POPC é, porém, mais 
drástica. Esse peptídeo vai de randômico, em baixas proporções de POPG na 
membrana, passa por um estado intermediário à conformação randômica e volta 
beta em 50 mol% de POPG em POPC e, finalmente, assume o espectro de uma 
volta beta do tipo II em 75 e 100 mol% POPG. Para ambos os peptídeos, os 
espectros de CD obtidos em maiores porcentagens de POPG em POPC (75 e 
100 mol%) são semelhantes aos obtidos em SDS 1 mmol.L-1 (Figuras 35 e 37), o 
que reafirma essa mudança estrutural peptídica detectada em presença de 
composições específicas de LUVs ou monômeros de SDS. 
 

Figura 60. Espectros de CD da Gm e [Ser2,6,11,15]-Gm, (100 µmol.L-1), em diferentes composições 
de LUVs 0,5 mmol.L-1 (0, 15, 25, 50, 75 e 100 mol% POPG). Experimentos realizados em tampão 
fosfato 10 mmol.L-1. 
 
Dada a variedade de estruturas observadas, optou-se por analisar os 
resultados obtidos para a interação da Gm e [Ser2,6,11,15]-Gm, com diferentes 
composições de LUVs (de 0-100 mol% de POPG), por deconvolução dos dados 
de CD em suas estruturas secundárias componentes. Na Figura 61 estão 
exemplificados os ajustes obtidos, com modelo matemático (CONTIN), dos dados 
de CD experimentalmente adquiridos. Após a utilização de diferentes bibliotecas 
de estruturas proteicas conhecidas, estes foram os melhores ajustes alcançados, 
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ainda assim com algumas divergências, exibidas pelas linhas em rosa na Figura 
61, entre os espectros obtidos (em azul) e os reconstruídos (em verde) com base 
nos parâmetros utilizados. 
 

Figura 61. Dados experimentais (linha verde) e reconstruídos (linha azul) com base nos espectros 
de CD obtidos para A) Gm e LUVs 0 mol% POPG, B) [Ser2,6,11,15]-Gm e LUVs 0 mol% POPG, C) 
Gm e LUVs 100 mol% POPG e D) [Ser2,6,11,15]-Gm e LUVs 100 mol% POPG. Tampão fosfato 10 
mmol.L-1, pH 7,4. 100 µmol.L-1 peptídeo e 0,5 mmol.L-1 lipídio. As linhas em rosa quantificam a 
diferença entre os dados obtidos e o ajuste feito. 
 
A Tabela 10 apresenta um resumo dos conteúdos de hélice alfa, fita beta, 
volta beta e estrutura randômica obtidos. Nela, as amostras estão separadas por 
tipo de LUVs empregadas (0, 15, 25, 50, 75 e 100 mol% de POPG em POPC) e 
também por peptídeo analisado (Gm e [Ser2,6,11,15]-Gm, identificado com GmL). O 
fato mais marcante das porcentagens aqui obtidas é a diminuição do conteúdo de 
estrutura desordenada com o aumento da razão molar de POPG na membrana, 
tanto para a Gm quanto para seu análogo linear. No entanto, para [Ser2,6,11,15]-Gm 
essa mudança é mais drástica, variando de 70,9% de estrutura randômica com 0 
mol% de POPG para 33,2% com 100 mol% de POPG. Apesar da Gm já possuir 
uma estrutura rígida devido à presença das ligações de dissulfeto, o conteúdo de 
fita beta para esse peptídeo aumenta a partir de 50 mol% de POPG, que é 
quando ficam mais evidentes as mudanças estruturais para ambos os peptídeos. 
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No entanto, deve-se considerar que, acima de 25 mol% de POPG, o processo de 
agregação se torna mais intenso, o que pode contribuir com o aumento de 
estruturas em fita beta e consequente diminuição do conteúdo de estruturas 
randômicas. Os agregados lipídicos favoreceriam a formação de estruturas beta 
mais organizadas pela maior proximidade entre as moléculas peptídicas, 
aproximando-se do observado para proteínas. 
 
Tabela 10. Conteúdo de estruturas secundárias em porcentagem para diferentes porcentagens de 
POPG em POPC em interação com Gm e [Ser2,6,11,15]-Gm (denominada GmL). 
 
 
4.4.6 Espectroscopia de Fluorescência 
Os espectros de fluorescência obtidos para Gm e [Ser2,6,11,15]-Gm, para as 
mesmas porcentagens molares de POPG em POPC estudadas em CD, estão na 
Figura 62. Em interação com as diferentes composições de LUVs, tanto a Gm 
quanto o seu análogo linear [Ser2,6,11,15]-Gm não apresentaram variações em seus 
máximos de emissão, para todas as frações molares de POPG analisadas. No 
entanto, ambos os peptídeos, em interação com membranas contendo mais de 25 
mol% de POPG em POPC, exibiram um aumento da intensidade de 
fluorescência, sugerindo uma mudança da tirosina para um ambiente mais 
hidrofóbico. Tal aumento foi claramente muito mais pronunciado para o análogo 
linear que para a própria Gm. Sendo assim, essa translocação do fluoróforo Tyr 
seria mais facilmente obtida por um peptídeo linear, com mais flexibilidade para 
interagir com a membrana, em comparação com a Gm, que se encontra em uma 
conformação mais rígida devido à presença das ligações de dissulfeto. As 
porcentagens nas quais se dá esse aumento da intensidade de fluorescência 
encontram correspondência no aumento de estruturas regulares detectado por 
CD, indicando que essa maior interação com a bicamada lipídica está 
acompanhada de uma maior estruturação de ambos os peptídeos em solução. No 
entanto, é importante salientar que ambos os peptídeos são capazes de induzir 
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agregação lipídica, que é maior para as maiores porcentagens de POPG na 
membrana. Portanto, esse processo de agregação levaria a um aumento na 
turbidez da amostra, que também influencia na intensidade de fluorescência 
medida. 
 

Figura 62. Espectros de fluorescência da Gm e [Ser2,6,11,15]-Gm, (25 µmol.L-1), em diferentes 
composições de LUVs 125 µmol.L-1 (0, 15, 25, 50, 75 e 100 mol% POPG). Experimentos 
realizados em tampão fosfato 10 mmol.L-1. 
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5 Conclusão 
 
Os primeiros estudos deste projeto foram voltados para a caracterização da 
relação estrutura/atividade da Gm e de seus análogos. Partindo-se de peptídeos 
purificados e devidamente caracterizados, os ensaios antimicrobianos 
determinaram que os peptídeos cíclicos, que mantiveram as duas ligações de 
dissulfeto, são mais ativos contra todos os patógenos analisados. No entanto, 
foram também mais hemolíticos em ensaios envolvendo eritrócitos humanos. 
Essas diferenças detectadas pelos experimentos biológicos foram, então, 
correlacionadas aos estudos de espectroscopias de CD e fluorescência. Dentre 
as mudanças feitas às sequênciais primárias desses peptídeos, a mais drástica 
foi, certamente, a retirada das ligações de dissulfeto, que resultou na perda da 
estrutura em beta hairpin por esses análogos quando em água. No entanto, os 
análogos lineares, em interação com monômeros de SDS, apresentaram 
conformação semelhante à da Gm. Os análogos da Gm também foram analisados 
quanto à capacidade de permeabilizar bicamadas lipídicas, LUVs, e o mesmo 
padrão se manteve: peptídeos cíclicos provocaram maior vazamento de CF em 
relação aos peptídeos lineares ou monocíclicos. Esses dados reforçam a ideia da 
importância da estrutura em beta hairpin para que a interação entre Gm e 
bicamada ocorra mais fortemente e mais rapidamente, uma vez que a cinética de 
vazamento de CF, para os análogos lineares, é mais lenta. 
Tendo visto que a Gm e seu análogo linear apresentam atividades muito 
diferentes entre si, esses peptídeos foram escolhidos para análises mais 
detalhadas da interação destes com modelos de membrana. No entanto, 
descrever o mecanismo de ação de um peptídeo antimicrobiano, mesmo que de 
forma preliminar e simplificada, pelo uso de modelos de membrana, requer um 
grande aparato de técnicas experimentais que explorem diferentes aspectos da 
interação peptídeo/bicamada lipídica. E a convergência desses resultados nem 
sempre é algo simples. Nosso desafio foi, portanto, identificar um padrão entre 
todos os dados coletados pelas diversas metodologias empregadas neste projeto. 
Para que fosse possível trilhar um caminho lógico, partimos de problemas que 
foram encontrados ao longo das análises e tentamos solucioná-los. 
Primeiramente, nos deparamos com a intensa agregação lipídica das LUVs 
com 50 mol% de POPG em POPC em interação com a Gm e análogos desta. 
Assim, para entendermos os resultados obtidos através do ITC, análises paralelas 
de espalhamento de luz estático a 90° foram extensi vamente realizadas. Desse 
trabalho, aliado com a adição de PE-PEG às membranas modelos, obtivemos 
alguns indícios do perfil de agregação da Gm, bem como foi possível extrair 
parâmetros termodinâmicos das análises de ITC mais confiáveis. E, desses 
primeiros ensaios, ficou claro que a Gm é capaz de ligar-se fortemente a 
membranas aniônicas, e que a agregação é uma etapa característica de seu 
modo de ação, assim como já identificado para outros PAMs. 
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Após essas primeiras investigações, uma nova questão surgiu: a Gm seria 
capaz de permeabilizar as membranas modelos? E isto ocorreria mesmo em 
baixas razões de peptídeo/lipídio? Para obter essas respostas, fizemos inúmeras 
repetições de cinética de vazamento de CF, com diferentes concentrações de 
peptídeo e lipídio, até obtermos um perfil confiável dessa interação. Os resultados 
mostraram que a Gm, mesmo em baixas concentrações, promove o vazamento 
de CF, sendo, portanto, capaz de permeabilizar a bicamada lipídica. 
Testes complementares de DLS e potencial zeta confirmaram os demais 
resultados: conforme mais Gm é adicionada à dispersão lipídica, medimos um 
aumento do tamanho médio das partículas formadas, indicando a formação de 
agregados cada vez maiores, e uma diminuição do potencial zeta, inicialmente 
negativo, até sua quase completa neutralização. Também foi constatado, 
utilizando-se espectroscopia de CD, que a Gm e seu análogo linear são capazes 
de reestruturam-se em direção ao aumento do conteúdo de folha beta e volta beta 
em presença de LUVs. Ainda analisando os resultados obtidos em estudos 
espectroscópicos, é possível afirmar que a Gm e análogo linear interagem 
distintamente com as LUVs quando monitoradas via espectroscopia de 
fluorescência. Os deslocamentos na intensidade de fluorescência medidos 
apontam para uma maior inserção do análogo linear na bicamada lipídica que a 
observada para a Gm, que possui uma conformação mais rígida determinada 
pelas ligações de dissulfeto. 
Trabalhando com um sistema mimético de membrana diferente, micelas de 
SDS, resultados parecidos aos anteriores foram obtidos. Também esses 
experimentos revelaram a formação extensa de agregados peptídeo/SDS, que foi 
mais acentuada na presença de monômeros de SDS (abaixo da CMC). Além 
disso, a marcação com Trp em posições diferentes da Gm resultou em algumas 
diferenças na interação desses análogos com o SDS acima e abaixo da CMC, o 
que foi detectado principalmente pela espectroscopia de fluorescência, mais uma 
vez ressaltando o fato de que mesmo modificações pontuais na estrutura primária 
de um peptídeo têm reflexos seja na estrutura, seja na atividade deste. 
Em suma, a coleta de todos esses dados foi indispensável para a 
formulação das hipóteses aqui propostas. O desenvolvimento desse projeto 
permitiu, portanto, contribuir com novas informações para a literatura acerca dos 
peptídeos antimicrobianos, em escala maior, e, em uma escala menor, foi de 
grande importância para o grupo de pesquisa, tanto do ponto de vista do 
conhecimento teórico adquirido, como da criação de protocolos experimentais que 
certamente serão utilizados em futuros projetos. 
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